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Société Phycologique de France et Société Botanique de France 
Colloque de Caen (2-3 décembre 1993) 


"ALGUES ET BIOTECHNOLOGIE" 


RÉSUMÉ DES COMMUNICATIONS 


C. AIDARA, E. DESLANDES et J.Y. FLOCH (Ecophysiologie et Biochimie des Algues 
Marines, Université de Bretagne Occidentale, Av. Le Gorgeu, 29275 Brest Cedex). 


Utilisation de méthodes spectroscopiques pour la caractérisation des phyco- 
colloïdes extraits de deux espèces carraghénophytes des côtes du Sénégal. 


Le Sénégal situé à l'extrême ouest du continent africain s'ouvre largement sur 
l'océan Atlantique; la flore algale y est largement représentée avec une nette prédomi- 
nance des Rhodophycées (Bodard & Mollion, 1974). Parmi les algues rouges, de nom- 
breuses espèces appartenant à l'ordre des Gigartinales représentent une biomasse non 
négligeable et renferment de surcroît des phycocolloïdes pariétaux d'intérêt économi- 
que: les carraghénanes (Mollion, 1977; Forstier, 1989). 

Deux espèces carraghénophytes appartenant aux familles respectives des Solie- 
riacées Meristotheca senegalensis (J. Feldmann) et des Hypneacées Hypnea musci- 
formis (Wulfen) Lamouroux ont été récoltées en plongée et leurs phycocolloides 
étudiés en utilisant principalement les méthodes spectroscopiques (IRFIT et RMN du 
13C) et la chromatographie ionique (dosage des esters sulfates). L'espèce Meristotheca 
senegalensis synthétise un carraghénane iota largement majoritaire (90% du polymère) 
et partiellement méthylé. Le rendement en phycocolloïde (extraction aqueuse) varie peu 
entre période hivernale (53,7%) et période estivale (49,5%). Il est possible d'observer 
que le carraghénane obtenu est largement contaminé par l'amidon floridéen et l'azote 
protéique. L'espèce Hypnea musciformis synthétise un carraghénane kappa largement 
majoritaire (90% du polymère). L'extraction en phycocolloïde (extraction acqueuse) 
varie de 32,2% (période hivernale) à 40,3% (période estivale). Le polymère est peu 
contaminé par l'amidon floridéen et l'azote protéique. 


M. BERT, J.C. DAUGUET, J.J. BERT et G. LEWIN (Laboratoire de Biologie et Bio- 
technologies marines, Université de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Stérols de deux Delesseriacées: Phycodrys rubens et Polyneura hilliae. 


Le Stérol majoritaire chez ces deux Delesseriacées est le cholestérol (C,;). 
Polyneura hilliae (Grev.) Kyl. ne contient pas de stérols en С), пі en Cyg, pas de brassi- 
castérol (C,,) mais du campestérol (C,,) et un stérol en C,,: éthyl-24 cholestanol alors 
que chez P. rubens Batt. le fucostérol et l'isofucostérol sont présents. Les autres stérols 
présents sont les mémes dans les deux Delesseriacées. 
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C. BILLARD, J. FRESNEL et B. VERON (Laboratoire de Biologie et Biotechnologies 
marines, Université de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Phytoplancton nuisible des cótes bas-normandes. 


Dans le cadre du PNEAT, Programme National Efflorescences Algales Toxi- 
ques, un suivi du phytoplancton marin estival est effectué depuis 1989 sur un secteur 
des cótes normandes. En dehors des dinoflagellés toxiques plus particulitrement pris en 
compte par le REPHY (Réseau de Surveillance Phytoplanctonique) de l'IFREMER, 
l'accent est mis sur les phytoflagellés dont l'identification délicate nécessite des techni- 
ques spécifiques (cultures, microscopie électronique) mises en oeuvre au laboratoire. 
Nos observations ont ainsi démontré l'existence dans notre région de différentes mi- 
croalgues à potentialités toxiques ou néfastes appartenant aux Haptophycées, Raphido- 
phycées et Chrysophycées. Un panorama des diverses espèces phytoplanctoniques nui- 
sibles rencontrées sur le littoral bas-normand est présenté. 


A. BLANCHEMAIN, D. GRIZEAU et J.C. GUARY (Equipe Biotechnologies Marines 
(GRAC), CNAM, Intechmer, Cherbourg). 


Effet d'une carence en phosphate sur la croissance de cultures de Skeletonema 
costatum. 


L'étude comparative porte sur les vitesses de croissance et les durées respectives 
des différentes phases de croissance de cultures de S. costatum (Grev.) Cleve en fonc- 
tion de la nature de l'enrichissement de l'eau de mer. Cette étude montre que le milieu 
f/2 de Guillard & Ryther (1962) présente au moins un élément limitant la croissance 
exponentielle de cette diatomée. Nous montrons que, à 20*C et sous un flux lumineux 
de 100 mol de quanta m? s'!, des renouvellements successifs du milieu f/2 permettent 
d'obtenir des populations cellulaires supérieures à 2.10" cellules mI. La concentration 
en phosphate semble, à pH 8,0, être le facteur limitant la croissance de cette diatomée. 
L'influence du mode d'apport de ce nutriment sur le développement des cultures est dis- 
cuté dans I'hypothése d'une relation entre l'accumulation de phosphate sous forme 
d'orthophosphate et l'existence d'une phase linéaire de croissance. 


J. BOUCAUD et J.L. VANDEMOORTELE (Laboratoire de Physiologie et Biochimie 
Végétales (L.A. INRA) IRBA, Université de Caen). 


Biotechnologies végétales: le rouissage enzymatique du lin; micropropagation chez 
le persil. 


Les recherches développées au Laboratoire de Physiologie et de Biochimie Vé- 
gétale de l'Université de Caen s'inscrivent pour l'essentiel dans le cadre d'une associa- 
tion avec l'INRA. Elles portent sur l'étude des régulations de la nutrition et des métabo- 
lismes azotés et carbonés chez les espèces prairiales. 

Léquipe consacre également une partie de son activité à des programmes de Re- 
cherche et Développement en génie enzymatique et génie biologique, illustrés ici par 
les 2 volets suivants: 


1 - Le rouissage enzymatique du lin 

Le lin est généralement roui à terre pendant 5 à 8 semaines sous l'action de la 
microflore qui libère les faisceaux de fibres cellulosiques péri-libériennes destinées 
après un traitement mécanique (le teillage) à la filature, Il s'agit d'un processus lent, 


Source : MNHN, Paris 


JOURNEES PHYCOLOGIQUES 3 


soumis aux aléas climatiques et générateur d'une production très hétérogène. Des re- 
cherches à l'échelle du Laboratoire et la conception d'un pilote, nous ont permis de 
mettre au point un procédé rapide (4 heures) en bain à circulation par action de solu- 
tions enzymatiques commerciales partiellement purifiées, Des essais ultérieurs en fila- 
ture ont confirmé la qualité textile des fibres obtenues et leur exceptionnelle aptitude à 
prendre la teinture. Le procédé a été optimisé en définissant les conditions de recyclage 
des bains enzymatiques. Un critère biochimique simple permet d'estimer en continu 
l'avancement du rouissage. 

Ce programme a abouti à un dépót de Brevet et à la création d'une Société qui 
doit industrialiser ce nouveau procédé. 

2 - Micropropagation du persil 

En Basse-Normandie, à la demande des professionnels, deux programmes de 
création variétale ont été engagés chez le chou-fleur d'hiver-printemps et chez le persil. 
La réussite de ce type d'action est étroitement liée à la facilité avec laquelle les orga- 
nismes concernés ont accès aux technologies nécessaires à la valorisation de ressources 
régionale. Chez le persil, (seul exemple développé ici) les rares travaux sur le clonage 
in vitro se rapportaient exclusivement à une multiplication par embryogénése somati- 
que. Ce type de régénération n'écarte pas cependant la possibilité d'obtention de va- 
riants somaclonaux. Différentes voies de propagation ont été testées: embryogénése 
somatique, caulogenèse à partir de cals et bourgeonnement axillaire. Une méthode de 
multiplication du persil (Petroselinum crispum (Mill.) Nyman) par bourgeonnement 
axillaire est proposée pour la première fois. Le taux de multiplication obtenu permet ai- 
sément de constituer des clones d'environ 500 individus. La rhizogénèse des pousses 
axillaires obtenues, difficile à mettre en oeuvre in vitro en présence d'auxine est assurée 
par une acclimatation directe. Cette méthode conduit à une multiplication conforme du 
persil. Elle permet, en particulier, le maintien du phénotype frisé des plantes adultes 
d'origine contrairement à la régénération à partir de cals issus des mêmes génotypes. 
Cette techniques est désormais appliquée au programme régional de sélection assurant 
ainsi la propagation des meilleurs génotypes et aussi leur conservation en vue d'une 
amélioration constante de la variété de pays. Chez cette espèce, l'application des 
techniques de culture in vitro permet la conservation d'un patrimoine végétal régional 
valorisé par la création de variétés de pays. 





D. BOUGLE (Isimer, Laboratoire de Physiologie digestive et Fonctionnelle, CHU Cóte de Nacre, 
14000 Caen). 


Potentiel industriel des algues, 


Les utilisations industrielles des Algues sont un espoir toujours renouvelé. Les 
chercheurs découvrent peu à peu la diversité de leurs propriétés montrant la complexité 
d'un milieu vivant. Leurs capacités de synthése et d'adaptation de leur métabolisme à 
partir d'un environnement pauvre pourraient étre mises à profit pour l'obtention de ma- 
tières premières "naturelles". Le public a, actuellement, une image très favorable mais 
également trés floue des algues, basée sur l'idée d'une mer forte, non polluée et sans 
cesse régénérée. Ce sont des arguments marketing, dont l'évolutivité est extréme. Les 
produits proposés par les transformateurs sont, le plus souvent, dérivés directement des 
algues, de composition fluctuante et mal déterminée, incapables de générer une forte 
valeur ajoutée, Leurs propriétés, quand elles sont affirmées, manquent parfois de valeur 
scientifique. Les produits recherchés par les industriels, qu'ils soient d'origine 
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pharmaceutique, cosmétologique ou agroalimentaire sont stables, de composition con- 
nue et constante. Leurs propriétés justifient réellement leur inclusion dans une formu- 
lation. Si ces critères sont remplis, en concurrence avec d'autres matières premières, 
leur origine algale peut être prise en considération. 


N. BOURGOUGNON et J.M. KORNPROBST (ISOMer-SMAB, Faculté de Pharmacie, 1 rue 
Gaston Veil, BP 1024 44035 Nantes Cedex 01). 


Variations saisonnières et premiers résultats de la structure du polysaccharide de 
Schizymenia dubyi (Gigartinales, Rhodophyta). 


Schizymenia dubyi (Chauvin ex Duby) J. Agardh, contient un hétéropolysaccha- 
ride sulfaté inhabituel par la présence d'acides uroniques. 

Les premiers résultats concernant son activité antivirale montrent qu'il est actif 
in vitro sur le virus d'immunodéficience humaine (VIH-1) à 5 ug mg’! sans montrer de 
toxicité vis-à-vis des lymphocytes MT4. 

L'étude de la variation saisonnière de ce même polysaccharide ne met en évi- 
dence aucune variation significative de sa composition chimique et son activité anti- 
VIH-1. 

De plus, l'extrait aqueux du polysaccharide a été désulfaté et réduit. Les sucres 
ainsi que leur substitution ont été identifiés par méthylation d'aprés la méthode de Ste- 
venson et Furneaux. Nous présenterons également les premiers résultats concernant sa 
Structure. 


1. COSSON!, E. DESLANDES?, J. COAT? J.Y. FLOCH? et Y. YONESHIGUE- 
VALENTIN? (1. Laboratoire de Biologie et de Biotechnologies Marines, Université de 
Caen, 14032 Caen Cedex. 2. Ecophysiologie et Biochimie des Algues Marines, Université 
de Bretagne Occidentale, Av. Le Gorgeu, 29275 Brest Cedex. 3. Departamento de Botánica, 
Instituto de Biologia, Universidade Federal, 21949-900 Rio de Janeiro, RJ, Brazil), 


Résultats préliminaires sur la composition chimique des alginates de Laminaria 
abyssalis des cótes brésiliennes. 


Parmi les deux membres du genre Laminaria présents sur les cótes du Brésil, 
l'espèce Laminaria abyssalis Joly et Oliveira Filho possède l'originalité d'avoir une dis- 
tribution tropicale (côtes Sud-Est du Brésil) et d'être localisée par des fonds de 40 à 120 
mètres. A ce jour les études sur cette espèce sont peu nombreuses et la nature exacte 
des phycocolloïdes est peu connue. Les résultats présentés concernent l'acide alginique, 
ils sont préliminaires et s'intègrent dans une étude chimique plus large de Laminaria 
abyssalis réalisée actuellement. 

Notre étude a porté sur deux lots récoltés respectivement en Janvier et Mai 
1993. Les 2 lots sont constitués de thalles séchés peu cassants et facilement hydratables 
dont la taille moyenne est d'environ 1,5 m ainsi que de quelques rares échantillons de 
petite taille (inférieurs à 0,20 m). Certains thalles du lot de janvier présentent à la sur- 
face du thalle des "taches orangées" attribuable à des fructifications. La teneur en acide 
alginique varie peu pour les deux lots étudiés et est de l'ordre de 35% (teneur exprimée 
en % de matière sèche). L'hydrolyse acide par l'acide oxalique 1N à chaud permet 
d'obtenir deux acides hexuroniques non sulfatés: l'acide B-D-mannuronique (M) et 
l'acide o-L-guluronique (G) dont le rapport M/G indique la qualité du phycocolloide. 
Ce rapport est de 1,25 ce qui le rapproche de valeurs obtenues pour la lame de 
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Laminaria hyperborea (Perez, 1992) et qui caractérise une nette tendance à la 
gélification; 


C. DUPRÉ, D. GRIZEAU et J.C. GUARY (Equipe Biotechnologies Marines (GRAC) CNAM- 
INTECHMER, Cherbourg). 


Effet du pH du milieu de culture sur la floculation de suspensions cellulaires de 
Rhodosorus marinus; application à la récolte par floculation-décantation. 


La Rhodophycée unicellulaire Rhodosorus marinus Geitler est une microalgue 
marine ayant la propriété de former spontanément des agrégats cellulaires (Giraud, 
1958; West, 1969). Nous montrons que ce processus d'autofloculation cellulaire est ré- 
versible, Son amplitude s'accroît avec l'âge des cultures. L'étude montre que cette évo- 
lution est liée à l'accroissement naturel du pH du milieu de culture. Le contrôle du pH 
du milieu de culture par ajout d'acide chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium permet 
de contróler le processus d'agrégation des cellules. Ce dernier se traduit par un accrois- 
sement des vitesses de sédimentation des cultures, jusqu'à des valeurs de l'ordre de 30 à 
50 cm mn'!. Des procédés de récolte par floculation-filtration et floculation-décantation 
sont mis en oeuvre à l'échelle de pilotes de laboratoire. L'étude montre que la flo- 
culation des microalgues à pH alcalin n'a pas d'influence significative sur la viabilité 
cellulaire et qu'elle ne conduit pas à un accroissement significatif des teneurs en sels 
des biomasses récoltées par comparaison avec celles obtenues par simple centrifuga- 
tion. 


J.C. DAUGUET, C. FOLEFACK, J. COSSON et M. BERT (Laboratoire de Biologie et 
Biotechnologies Marines, Université de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Les stérols chez Laminaria digitata; variations ayec la nature et l'áge des tissus. 


Nous rapportons ici les premiers résultats obtenus pour la zone méristématique 
stipo-frondale, la partie moyenne de la lame, les lanières fertiles et la partie basale du 
stipe chez des Laminaires de deux ans récoltées à Ver-sur-Mer (Calvados). L'étude de 
la fraction stérolique a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse. 

Dans les différentes parties étudiées, le stérol majoraitaire est le fucostérol; il 
est accompagné par le 24-méthylène-cholestérol et le cholestérol. Dans les lanières 
fertiles, on observe des modifications des abondances relatives du fucostérol et du 
cholestérol, ce qui permet d'envisager une relation éventuelle entre méiose et métabo- 
lisme stérolique. Dans le stipe a été caractérisé un stérol supplémentaire l'isofucostérol, 
ce qui laisse à penser que cette partie du thalle n'a pas seulement un róle mécanique de 
support, mais qu'elle participe au métabolisme général de l'algue. 

L'étude comparative en CCM des divers insaponifiables montre que la zone 
méristématique et le stipe sont, et de loin, les parties les plus riches en stérols. 


E. DELPHIN! et R. FLETCHER? (1. Laboratoire des Biomembranes et Surfaces Cellulaires 
Végétales, ENS, 46 rue d'Ulm, 75230 Paris Cedex 05. 2. Polytechnic University, 
Porthmouth-GB). 


Influence de l'énergie superficielle du substrat sur l'établissement et l'attachement 
de quelques macroalgues des communautés salissantes. 


Source : MNHN, Paris 
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L'importante compétition pour l'espace dans le milieu marin expose tout subs- 
trat nouvellement introduit à une rapide colonisation. Le développement des salissures 
marines sur des structures artificielles, partiellement ou totalement immergées, telles 
que les conduits, les instruments acoustiques... et surtout les caréne de bateaux, en- 
traîne une diminution de leur efficacité et une augmentation des coûts de maintenance. 

Une premiére génération de revétements de protection a largement utilisé des 
substances toxiques. Mais ces moyens sont maintenant remis en cause par une législa- 
tion qui restreint leur utilisation. Les nouvelles stratégies antifouling se basent sur la 
réduction de la fixation des organismes. Le concept le plus utilisé est celui de l'énergie 
(tension) superficielle du substrat. Ce paramétre affecte l'efficacité des mécanismes 
d'adhésion utilisés par les épibiontes, en particulier ceux mis en jeu pendant l'établis- 
sement des organismes sur le substrat. 

Les études concernant cet aspect du contróle du fouling ont été en grande partie 
menées sur des invertébrés. L'objet de cette étude est d'obtenir, à la suite des travaux 
réalisés par Flechter et ses collaborateurs, de nouvelles informations sur l'influence de 
l'énergie superficielle sur les stades précoces de la vie des microalgues, qui entrent pour 
une part dans la composition des écosystèmes des salissures. 

L'attachement des germinations de 6 espèces d'algues a donc été observé sur 9 
substrats, courant une large gamme de valeurs de tension superficielle. 

Les résultats montrent que le paramètre étudié affecte le développement du 
système de fixation, en terme de morphologie et d'adhésion: une même algue peut 
développer une base soit de type discoïdal, soit de type filamenteux. Cependant, un 
substrat donné n’entraine par une réponse typique pour toutes les algues. 

La question de l'influence de l'énergie superficielle sur la colonisation a aussi 
été posée. Les résultats indiquent que les zoospores d'Enteromorpha sp. ne sont pas 
indifférentes aux caractéristiques du substrat. 


Ch. DESTOMBE, D, BULCKE, R. WATTIER, J. GODIN, Ch. PICKAERT et M. VA- 
LERO (Laboratoire de Génétique et Evolution, URA CNRS 1185, SN2, Université de Lille 
1, 59655 Villeneuve d'Ascq Cedex). 


Etude de la différentiation génétique entre populations chez Gracilaria verrucosa. 


Les récents travaux que nous avons réalisés sur la biologie des populations de 
Gracilaria verrucosa (Destombe et al., 1990, 1992; Richard ef al, 1993) laissent 
supposer que chez cette espéce la différenciation génétique se fait sur de courtes 
distances. Pour estimer cette différenciation, nous avons travaillé sur l'ADN 
cytoplasmique et sur la caryologie. L'ADN cytoplasmique a été analysé par RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) avec hybridation de sondes mito- 
chondriales et plastidiales, et le nombre de chromosomes a été estimé par comptages. 
Une centaines d'individus ont été échantillonnés dans différentes populations, 
appartenant à différents sites dans les trois régions suivantes: Nord, Bretagne et 
Languedoc. 

Les résultats obtenus avec les RFLP permettent de distinguer deux types plasti- 
diaux et cinq types mitochondriaux. Les premières données montrent: (i) qu'il y a un 
déséquilibre de liaison maximale entre types mitochondriaux et types plastidiaux, c'est- 
à-dire qu'un type mitochondrial ne se trouve associé qu'à un seul type plastidial; (ii) 
qu'il existe une différenciation génétique entre populations. Cette différenciation est 
faible entre régions distantes de 1000 km, plus forte entre sites séparés de quelques 


Source : MNHN, Paris 


JOURNEES PHYCOLOGIQUES ў 


kilométres et enfin trés forte entre populations séparées seulement de quelques 
centaines de métres. 

L'étude caryologique permet de distinguer deux nombres chromosomiques dif- 
férents n= 17 + 1 et n= 22 « 2). Ces résultats mettent en évidence l'existence d'une dif- 
férenciation génétique entre région (entre le Nord et les autres régions). En revanche, ce 
caractère ne permet pas de mettre en évidence de différenciation entre sites, ni entre 
populations. 


R. FILALI-MOUHIM et M. HOURS (CNRS-BMFV, Groupe de recherche sur les Algues et les 
Cyanobactéries, Bat. 9, 91198 Gif-sur-Yvette). 


Le point sur les activités antivirales des polysaccharides sulfatés. 


De nombreuses activités biologiques, antithrombiques, immunomodulatrices, 
contraceptives, antitumorales et antivirales, impliquent les polysaccharides sulfatés 
synthétiques ou naturels. Dans ce dernier cas et dans le domaine de la Phycologie, un 
examen des données publiées montre une certaine dominance des PSS extraits de ma- 
croalgues. Ceux-ci sont en effet plus faciles à obtenir en grande quantité et bien carac- 
térisés. 

Toutefois, ces dernières années, apparaissent des PSS provenant de microalgues 
et de cyanobactéries et dotés de priorités antivirales. Nous voulons ici souligner l'intérêt 
de ces matériels pour l'étude des modes d'action des PSS sur l'activité antivirale. 

Les cultures axéniques de microalgues et de cyanobactéries permettent en effet 
de moduler la composition en sucre et le taux de sulfatation qui permettront peut-être 
d'évaluer l'influence du taux de sulfate et celle de la composition en sucre. 


C. FOLEFACK et J. COSSON (Laboratoire de Biologie et Biotechnologies Marines, Université. 
de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Induction de la calogenése chez Laminaria digitata. 


Les techniques d'obtention de cals et leur devenir ont été décrits chez Laminaria 
digitata. Pour la préparation d'explants en vue de la culture des tissus, l'utilisation d'hy- 
pochlorite de calcium à saturation pendant 30 secondes ou d'éthanol à 8096 pendant 20 
à 30 secondes, puis un bain dans une solution d'eau de mer stérile additionnée d'EDTA- 
Na2 à 0,02% pendant 15 minutes, en ce qui concerne la stérilisation, donne des résul- 
tats satisfaisants, à condition de prélever des algues jeunes, saines et vigoureuses, de les 
utiliser dans les heures qui suivent la récolte et de laver soigneusement les surfaces 
pour les débarrasser du mucilage, abondant chez ces algues, et des épiphytes. Les cultu- 
res sont réalisées soit sur milieu synthétique ASP6-F2 gélosé à 0,6% et additionné de 
sucrose à 20 р 11, soit sur du milieu à base d'eau de mer enrichie SW II gélosé à 1,2%. 
L'effet des hormones de croissance - ac. indol acétique (AIA), ac. 2-4Dichlorophéno- 
xyacétique - à différentes concentrations a été testé. Toutes les expériences ont été 
conduites avec un éclairement de 20 à 40 umol m? s fourni 14 à 16 heures par jour par 
des tubes fluorescents blancs, rouges, verts ou bleus, à une température de 13°C (+2°C) 
en salle thermostatée. 

Les cals se forment à partir du tissu méristématique stipo-frondal, 10 cm de part 
et d'autre de cette zone et sur les 5 premiers centimétres dans la plupart des cas. Ils sont 
brunátres ou décolorés. L'induction des cals est totalement inhibée par des radiations 
bleues, qui par contre améliorent la croissance, mais induite par des radiations rouges, 


Source : MNHN, Paris 


8 JOURNEES PHYCOLOGIQUES 


vertes ou la lumiére blanche. Ces formations, quand elles sont repiquées en milieu li- 
quide ES-TRIS II, se décolorent totalement. La croissance s'arréte au bout de 3 mois de 
culture dans ces conditions. 


1. FOURNET, E. DESLANDES, M. DIOURIS et J.Y. FLOC'H (Laboratoire d'Ecophy- 
siologie et Biochimie des Algues Marines, Université de Bretagne Occidentale, Av. Victor le 
Gorgeu 29275 Brest Cedex). 


Utilisation du (5S) sulfaté et du (!^C) bicarbonate pour l'étude des voies de bio- 
synthése des carraghénanes chez Chondrus crispus et Solieria chordalis. 


Les carraghénanes sont des polygalactanes sulfatés constitutifs de la paroi des 
Rhodophytes (essentiellement familles des Gigartinaceae, Hypneaceae, Solieriaceae). 
Du fait de leurs propriétés gélifiantes et épaissisantes, ils sont utilisés dans l'industrie 
agroalimentaire ainsi qu'en pharmacie et parapharmacie. 

Les voies de synthèse dé ces molécules n'étant pas révélées encore à présent, 
nous avons choisi de les étudier sur deux algues rouges bien connues au sein de notre 
laboratoire: Chondrus crispus, Gigartinaceae, productrice de kappa et lambda carraghé- 
nanes, et Solieria chordalis, Solieriaceae, productrice de iota carraghénane. 

Nous avons choisi de travailler avec des algues non fructifiées et ainsi nous 
avons mis en évidence le fait que chez Chondrus crispus les thalles iridescents, présen- 
tant des reflets bleutés dans l'eau, sont toujours des gamétophytes alors que les thalles 
non iridescents sont toujours des tétrasporophytes. D'autre part en prenant pour hypo- 
thèse que le polymère subit une "maturation" depuis son lieu de production jusqu'à son 
stockage dans les parois, les précurseurs de la molécule finale sont susceptibles de se 
trouver dans les parties jeunes des thalles: ce sont donc elles qui ont été échantil- 
lonnées. 

Des expériences de pulse/chasse ont été mises en place à partir d'un protocole 
d'essai que nous avons élaboré en vue d'extractions différentielles des fractions glucidi- 
ques de l'algue. Les résultats obtenus permettent de révéler que la synthèse des carra- 
ghénanes s'effectue en continu avec cependant un ralentissement en été et que le double 
marquage permet une évaluation qualitative et quantitative de la synthèse. 

Ces expériences d'incorporation de radioéléments nous ont permis d'obtenir des 
carraghénanes marqués; ceux-ci constituent le pool originel sur lequel nous avons fait 
agir des enzymes spécifiques (kappase, kappase/iotase). Les premiers résultats de RMN 
du C ont montré que nous obtenions une fraction radioactive alors enrichie en pré- 
curseurs. Elle consittue un substrat intéressant pour la suite de nos expérimentations en 
vue de mieux connaître les voies de biosynthèse des carraghénanes. 


D. GRIZEAU!, C, DUPRE! et J.M. NAVARRO? (1. Equipe de Biotechnologies Marines, 
CNAM-INTECHMER, Cherbourg. 2. Laboratoire de Microbiologie industrielle - ICIM, 
Montpellier), 


Avantages et inconvénients des processus d'agrégation cellulaire en microalgologie 
industrielle. 


Les phénomènes d'agrégation cellulaire, qui sont observés dans certaines cultu- 
res de microalgues, sont encore loin d'être élucidés. Selon l'espèce, voire la souche 
considérée, l'agrégation des cellules les unes aux autres est contrôlée par divers facteurs 
physiologiques et/ou environnementaux. La maîtrise des conditions qui induisent la 


Source : MNHN. Paris 


JOURNEES PHYCOLOGIQUES 9 


formation ou non des amas cellulaires a des incidences sur les paramètres d'exploitation 
industrielle des microalgues. La prévention de l'agrégation cellulaire permet d'optimiser 
les transferts de lumière et de matière dans les cultures. L'accroissement des vitesses de 
sédimentation permet au contraire d'accroître l'efficacité des procédés de séparation so- 
lide/liquide fonctionnant en modes discontinus ou continus. Les avantages et inconvé- 
nients de l'agrégation cellulaire sont donc analysés en termes de mise en oeuvre de pro- 
cédés de production de microalgues. 


B. KLOAREG (CNRS, Station biologique, 29680 Roscoff). 


Les biotechnologies cellulaires et moléculaires chez les algues marines. 


M.KNOEPFFLER (Laboratoire Arago, 66650 Banyuls-sur-mer. 


Le point sur l'invasion des côtes méditerranéennes par Caulerpa taxifolia. 


M. LAHAYE!, B. RAY!, C. BOBIN-DUBIGEON! et J.L. BARRY? (Institut National de la 
Recherche Agronomique, 1. Laboratoire de Biochimie et Technologie des Glucides, 2. 
Laboratoire de Technologie Appliquée à la Nutrition, BP 527, 44026 Nantes Cedex 03). 


Polysaccharides d'algues vertes: structure-fonction. 


Les algues vertes marines représentent une biomasse importante qui reste pour 
la plupart inexploitée. De plus, certaines d'entre-elles prolifèrent périodiquement 
("marées vertes") et sont sources de nuisances écologiques et économiques. Afin de 
valoriser cette biomasse, l'étude des caractéristiques chimiques, physico-chimiques, 
gélifiantes et nutritionnelles de leurs polysaccharides pariétaux a été entreprise. Ces 
polymères représentent la fraction "fibres alimentaires" (polysaccharides non-digérés 
par les enzymes endogènes humaines) des espèces d'Ulves et d'Enteromorphes qui ont 
été autorisées pour la consommation humaine en France (Lahaye M. & Jegou D., J. 
Appl. Phycol. 5, 1993) et une partie d'entre eux est capable de gélifier en présence de 
calcium de bore (Lahaye M. & Axelos M.A.V., Carbohydr. Polymers (in press). 

Dans cet exposé, la composition et structure chimique de différentes fractions 
de polysaccharides d'Ulves (laitue de mer) seront présentées et discutées en relation 
avec leurs propriétés nutritionnelles. 


V. MESGUICHE!, R. VALLS': P. BOUISSON!, В. BANAIGS?, M. PELLEGRINF, J. 
ARTAUD! (1. Laboratoire d'Analyse et de Valorisation des Biomolécules, Université 
d'Aix-Marseille III, Traverse Charles Susini, 13388 Marseille Cedex. 2. Groupe d'Etude des 
Métabolites Marins d'Intérêt Biologique, 52 Avenue de Villeneuve, 66860 Perpignan. 3. 
Laboratoire de Biologie Fondamentale et Appliquée, 70 route Léon Lachamp, Case 901, 
13288 Marseille Cedex 9). 


Variation de la composition en diterpènes de Bifurcaria bifurcata sur les côtes 
atlantiques françaises. 


L'étude de la composition lipidique de Bifurcaria bifurcata sur les côtes atlanti- 
ques françaises a permis d'isoler l'éléganolone, l'éléganediol et le bifurcanol ainsi que 
deux composés originaux de structure diterpénique linéaire: le bifurcane et l'époxy- 
bifurcalactone. L'un d'eux (le bifurcane) présente une activité antimitotique sur les 
oeufs d'oursins fécondés (ED, 12 pg mI). 


Source : MNHN, Paris 


10 JOURNEES PHYCOLOGIQUES 


PASAN 
Eléganolone ён d 
Beides; a Bifurcane 1 
OH 
Dre ii PRE 2 
он Он 02-9 
вае” a e Epoxy-bifurcalactone. 
Bifurcanol 


Les résultats obtenus précédemment sur les cótes atlantiques marocaines sont 
confirmés: - il n'a pas été observé de variations saisonniéres de la composition de la 
fraction lipidique de l'algue; - par contre cette fraction lipidique présente une variation 
de type géographique. 

A partir de l'étude de B. bifurcata récoltée dans 23 stations pour les côtes fran- 
çaises (77 stations pour les côtes marocaines), nous avons relevé une alternance de zo- 
nes, tout le long de ces côtes atlantiques, dans lesquelles la composition chimique de 
l'algue est stable. Ces zones possèdent un composé majoritaire qui est soit le bifurcane 
(zone de type A), soit l'éléganolone (zone de type B) pour les côtes françaises. La zone 
de type A s'étend de Porspoder à Roscoff et elle est entourée de part et d'autre par des 
zones de type B (de Piriac au Cap de La Hague). Pour les côtes marocaines, nous 
avions également obtenu une zone de type B largement majoritaire et séparée en deux 
parties. 

L'existence de ces zones est constatée sans que l'on puisse obtenir de corréla- 
tions avec un facteur unique, néanmoins il semble que les phénomènes hydrologiques 
soient déterminants puisque dans les régions des prélèvements on observe des 
upwellings et une hydrologie particulière qui en font des zones de pêche bien connues. 

La poursuite des travaux sur l'algue, en particulier sur la partie espagnole et 
portugaise des côtes atlantiques, peut permettre d'isoler encore des composés de type 
diterpénique puisque l'algue semble capable de faire évoluer sa biosynthèse. De même 
plus au nord sur les côtes anglaises et irlandaises, on disposerait alors de l'ensemble des 
données sur cette algue puisque les régions citées recouvrent la répartition mondiale de 
l'espèce B. bifurcata. 


S. NABIL, J. COSSON, M. BERT et J.C. DAUGUET (Laboratoire de Biologie et 
Biotechnologies Marines, Université de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Répartition et variations saisonnières des stérols chez une Delesseriacée: Delesseria 
sanguinea, 


Delesseria sanguinea est une Rhodophyte de la famille des Delesseriacées; elle 
se caractérise par des frondes rouges pourvues d'une nervure médiane, qui se dévelop- 
pent à partir de janvier sur un stipe pérennant et ramifié. L'ensemble du thalle peur at- 
teindre 30 cm de hauteur en avril-mai. A partir de cette époque, les frondes se détrui- 
sent progressivement: à la fin de l'automne, il ne subsiste plus que la nervure médiane. 
L'étude de la répartition des stérols dans les frondes et les stipes de cette algue a 
montré d'un point de vue qualitatif, que les lames contiennent toujours plus de stérols 
que les stipes. Le cholestérol est le stérol majoritaire dans les deux parties du thalle 
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aussi bien dans la fraction stérols estérifiés que stérols libres. D'autre part, l'analyse a 
montré qu'il y a une diminution du nombre et de la quantité des stérols de l'hiver vers 
l'été. 


R. PEREZ (IFREMER, Nantes). 


La culture des macrophytes. 


NE. RMIKI!, Y. LEMOINE! R. KLING! et J. CABIOCH? (1. Laboratoire de Cyto- 
physiologie Végétale et Phycologie (L.C.V.P.) Université des Sciences et Technologies de 
Lille, SN2, 59655 Villeneuve d'Ascq Cedex. 2. Station Biologique, 29680 Roscoff). 


Distribution verticale des Gracilaires sur le littoral et relation avec la photoinhibi- 
tion. Gracilariopsis confervoides, Gracilaria verrucosa, Gracilaria multipartita. 


L'énergie solaire, indispensable au maintien et au développement de la bio- 
masse végétale, est convertie en énergie chimique par le processus de la photosynthèse. 
Cependant lorsque son ampleur dépasse les capacités de sa transformation par des 
plastes il se produit le phénomène de la photoinhibition. 

Dans la zone de balancement des marées, l'intensité de la lumière reçue par les 
Algues varie selon leur localisation verticale sur le littoral. A Roscoff (Finistère) 
Gracilariopsis confervoides occupe seul la partie supérieure de l'étage médio-littoral 
alors qu'au niveau bas de cet étage il cohabite avec Gracilaria verrucosa, ces deux 
genres étant alors souvent confondus. Une troisième espèce Gracilaria multipartita se 
trouve à un niveau encore plus bas. 

Les analyses par C.L.H.P, révèlent une différence majeure entre ces deux gen- 
res: l'absence d'anthéraxanthine chez Gracilariopsis, alors qu'il est toujours présent 
chez Gracilaria. Nous avons effectué une étude comparative du comportement, vis-à- 
vis du phénomène de photoinhibition, de ces trois algues rouges qui diffèrent par leur 
contenu pigmentaire et leur écologie. La photoinhibition est suivie par les mesures de la 
diminution de la production d'oxygène et de la fluorescence émise par la chlorophylle. 
On utilise un fluorimètre à lumière modulée (PAM, Waltz Gmbh) qui permet de 
détecter in vivo les variations de rendement de cette fluorescence. Ces mesures 
permettent d'apprécier l'efficacité photochimique des plastes. Lors de la 
photoinhibition, l'accroissement du paramètre de fluorescence qNP (extinction non 
photochimique) traduit l'augmentation de la dissipation de l'énergie incidente sous 
forme de chaleur. Une variation inverse de ce paramétre, dans des conditions de faible 
éclairement, révèle la restauration des capacités photochimiques. Les résultats des 
mesures de dégagement d'oxygène et de fluorescence ressortent à l'étagement de ces 
trois espèces. En effet, l'énergie nécessaire pour provoquer la photoinhibition chez les 
algues provenant du niveau bas est plus faible que pour le Gracilariopsis du médio- 
littoral supérieur; d'autre part, le paramètre qNP prend des valeurs plus élevées chez les 
algues provenant des niveaux supérieurs du littoral. L'existence au cours de la 
photoinhibition, d'un cycle d'interconversion de xanthophylles, consistant en la 
transformation de l'anthéraxanthine en zéaxanthine par déépoxidation, a été mis en 
évidence par CLHP. La réaction inverse se produit lors de la restauration. Cette 
élévation de la teneur en zéaxanthine est interprétée comme un moyen de dissipation 
sous forme de chaleur, de la lumière incidente en excès. 

L'ensemble de ces résultats suggère que la distribution bathymétrique des Al- 
gues étudiées est tributaire de leur sensibilité au phénomène de la photoinhibition. 
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M.A. RODRIGUES!, D. STRBAC? Y. YONESHIGUE-VALENTIN?, C.P. dos SAN- 
TOS?, D.O, HALL! (1. King's College London, Division of Life Sciences, Campden Hill 
Road, London W8 7AH, UK. 2. Departamento de Botánica, Institudo de Biologia, 
Universidade Federal, 21949-900 Rio de Janeiro, RJ, Brazil). 


Comparative photoinhibition analysis of wild and laboratory grown Laminaria 
abyssalis by fluorescence measurements. 


Laminaria abyssalis either grown at laboratory or collected in Brazilian waters 
(near Cabo Frio, Rio de Janeiro State), was subjected to several light intensities (5-2200 
umol n? s) treatment for various time intervals at 15°C. The photosystem II effi- 
ciency (Fv/Fm) of the illuminated fronds was measured as chlorophyll fluorescence 
(Hansatech Instruments) and compared with the dark adapted Fy/Fm value prior illumi- 
nation. The results suggest that for both algae, the photoinhibition is not linear either 
with the time interval of illumination or with the light intensity. For wild L. abyssalis 
light intensities higher than 1000 mol m? s* caused little or no decrease in the Fv/Fm 
value. A light intensity dependent period of light exposure in which the Fv/Fm value 
did not decrease if the fronds were illluminated longer than that was observed. 
Laboratory grown L. abyssalis showed no decrease in the Fv/Fm value when 
illuminated for periods longer than 40 minutes. These results put in question the 
common belief that higher light intensity or longer period of illumination will always 
end up in higher photoinbibiton. Wild L. abyssalis was more resistant for 
photoinhibition than the laboratory grown ones for periods of light treatment up to 60 
minutes and light intensities up to 1000 pmol m? s, For longer periods the level of 
photoinhibition was similar for both types, however for light intensities higher than 400 
umol m? s" the wild type was more photoinhibited. This higher resistance of the wild 
type to short period of high light intensity may reflect the light intensity fluctuations of 
its habitat rather than the constant light intensity of the laboratory grown ones. 


C. ROUXEL! and K. CROUAN? (1, IFREMER, BP 1049, 44037 Nantes Cedex 01. 2. ENSFA, 6 
rue de Saint-Brieuc, 35000 Rennes). 


Variations de la composition chimique de l'algue brune Himanthalia elongata du- 
rant le printemps. 


L'algue brune Himanthalia elongata (L.) Gray commence à être utilisée en Eu- 
rope dans l'alimentation humaine sous le nom de "haricot de mer". D'importantes 
quantités sont également exportées vers le Japon où cette phéophycée est particulière- 
ment appréciée. 

L'étude qui a été réalisée a pour but d'évaluer la valeur alimentaire de cette es- 
pèce en suivant les variations de ces principaux constituants chimiques durant la pé- 
riode de récolte (de mars à juin) et selon la partie du thalle considérée. Ainsi, ont été 
examinés les variations de la teneur en azote et en protéines, la présence des principaux 
acides aminés, les pourcentages d'acide alginique et de lipides, les teneurs en sels miné- 
raux, en fibres solubles et insolubles, en vitamines liposolubles et hydrosolubles. Ex- 
cepté pour l'acide alginique et les fibres, les zones fertiles apparaissent plus riches que 
les parties végétatives. Du point de vue alimentaire, l'algue est plus intéressante au dé- 
but qu'à la fin du printemps. Sa teneur en lipides est supérieure à celle des autres algues 
alimentaires, Aucune des valeurs obtenues n'est au-delà des normes légalement 
autorisées en alimentation. 
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R. VALLS!, M. PELLEGRINI’, L. PELLEGRINI? et G. PEIFFER? (1. Laboratoire 
d'Analyse et de Valorisation des Biomolécules, Université d'Aix-Marseille III, Traverse 
Charles Susini, 13388 Marseille Cedex. 2. Laboratoire de Biologie Fondamentale et 
Appliquée, 70 route Léon Lachamp, Case 901, 13288 Marseille Cedex 9. 3. Laboratoire des 
Organophosphorés, Université d'Aix-Marseille III, BP 552, 13397 Marseille Cedex 13). 


Chimiotaxonomie du genre Cystoseira. 


Le genre Cystoseira a été créé par C.A. Agardh en 1820 et il regroupait 37 es- 
pèces. Depuis, de nombreux systématiciens ont revu le genre. Après avoir pris pour 
base les travaux de Ribeira er al. 1992 (Botanica Marina, 35: 109-130), nous présen- 
tons l'inventaire des espèces de Cystoseira ayant fait l'objet d'études chimiques (24 
espèces) puis l'inventaire de toutes les molécules de type diterpénique (11 composés) et 
méroditerpénique (79 composés) isolées du genre Cystoseira. 

A quelques exceptions prés une molécule-type peut regrouper l'ensemble des 
composés isolés pour chacun des deux types: A pour les diterpènes et B pour les mé- 
roditerpènes. La molécule-type des composés méroditerpéniques possède des caracté- 
ristiques communes aux 79 composés isolés: un noyau hydroquinonique substitué en 1' 
et 4! par -OR, par un méthyl en 6' et par une chaîne latérale diterpénique plus ou moins 
cyclisée en 2'. On constate que les fonctionnalisations se positionnent généralement, 
pour ces deux molécules-types, sur les carbones indiqués en gras. 





Les molécules isolées des Cystoseira présentent donc des structures caractéris- 
tiques que l'on ne rencontre pas (ou peu) dans d'autres genres. Nous proposons une 
filiation des méroditerpènes par des réactions simples afin de définir des groupes mais 
ceux-ci ne recoupent que partiellement ceux définis par les systématiciens. Nous avons 
donc opté pour une autre utilisation de la chimie et nous proposons une série de mar- 
queurs. Car l'identification des espéces de Cystoseira est bien souvent le probléme le 
plus délicat. Sur les 24 espèces de Cystoseira étudiées actuellement, il est possible de 
proposer de 1 à 6 marqueurs de type diterpénique ou méroditerpénique pour 19 d'entre 
elles. Pour deux espéces il n'y a pas de composé extrait qui soit de ce type et pour trois 
espèces aucun composé caractéristique n'a été isolé. Les marqueurs proposés re- 
présentent (à trois exceptions près) de 0,2 à 2,0 mg g? d'algue sèche, nous les 
qualifions de composés lipidiques majoritaires de l'algue. Ils peuvent donc être isolés et 
identifiés sans trop de difficultés par les techniques actuellement à la disposition des 
chimistes, ce qui est un élément important pour l'efficacité de leur utilisation. 

On note que les molécules de structures voisines isolées du milieu marin pré- 
sentent soit des substitutions différentes sur le noyau hydroquinonique, soit des chaines 
latérales de nature différente. On note enfin que d'autres genres de Phéophycées possè- 
dent quelques méroditerpènes semblables à ceux isolés des Cystoseira (Bifurcaria, 
Cystophora, Sargassum, Stypopodium ou Halidrys) ceux-ci sont des composés minori- 
taires de ces genres ou bien ils sont extraits en petit nombre de ces algues. 
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R. VALLS!, V. MESGUICHE!, R. LEMEE?, L. PIOVETTP, P. AMADE*, J, AR- 
TAUD!, D. PESANDO* et N. VICENTES (1. Laboratoire d'Analyse et de Valorisation 
des Biomolécules, Université d'Aix-Marseille III, Traverse Charles Susini, 13388 Marseile 
Cedex, 2, Laboratoire Environnement Marin Littoral, Université de Nice Sophia-Antipolis, 
06108 Nice Cedex 9. 3. Laboratoire de Recherche de Chimie Marine des 
Organométalliques, BP 132, 83957 La Garde Cedex, 4. INSERM Unité 303, La Darse BP 3, 
06230 Villefranche-sur-Mer. 5, Centre des Ressources Animales Marines, Université d'Aix- 
Marseille III, BP 552, 13397 Marseille Cedex 13. 


Dosage de la caulerpényne, toxine de l'algue verte Caulerpa taxifolia. 


Nous présentons les résultats relatifs au dosage du composé majoritaire de la 
fraction lipidique de l'algue verte Caulerpa taxifolia (Vahl) C. Agardh: la caulerpényne. 
Celle-ci est une toxine dont l'effet est particulièrement visible sur la division des oeufs 
d'oursins fécondés (pouvoir antimitotique). On observe une toxicité de la phase éthérée 
sur la souris (létalité), sur les fibroblastes de hamster en culture (cytotoxicité) et sur les 
oeufs d'oursins. L'extrait méthanolique donne des réponses faiblement positives dans 
les trois modéles. L'extrait aqueux est actif sur les deux premiers modéles mais n'a pas 
d'effet sur les oeufs d'oursins, La toxicité est saisonnière puisqu'elle est particuliè- 
rement marquée en été et en automne mais elle est beaucoup plus faible en hiver et au 
printemps. Cette algue présente donc des risques potentiels d'intoxication humaine, 
mais aussi des risques écologiques par dissémination des toxines dans les chaines ali- 
mentaires marines. 

Dans ce contexte, le dosage de la caulerpényne peut permettre de suivre la dis- 
persion dans le milieu des composés de l'algue. Les dosages effectués montrent que le 
traitement pour l'obtention de l'extrait éthéré est déterminant; les traitements par le 
froid ou le chaud modifient la teneur de l'algue en toxine. La technique la mieux adap- 
tée est la fixation dè l'algue dans l'alcool dès récolte. Nous avons utilisé le dosage par 
chromatographie liquide haute performance avec étalonnage interne. Deux type de dé- 
tection (réfractométrique et U.V.) permettent d'obtenir deux gammes de sensibilité dans 
un rapport de 500 (la détection U.V. étant la plus sensible). La teneur moyenne de 
l'algue est de 3 mg g' de caulerpényne en saison froide et 30 mg g^ en saison chaude. 
Le dosage de la toxine dans les organismes ayant consommé l'algue en aquarium 
conduit à des taux de l'ordre de 10 ppm par rapport à la matière sèche. 

Nous avons travaillé à partir d'aplysies, d'oursins et de mulets nourris avec de la 
caulerpe sur des durée de 3 semaines et jusqu'à trois mois. On constate qu'il existe un 
facteur de 3000 entre le taux de caulerpényne dans l'algue riche en toxine et le taux 
dans les gonades d'oursins ou les aplysies (ce facteur est de 100 avec l'algue pauvre). Il 
faut noter que nous avons dosé la caulerpényne sous forme libre par cette méthode; on 
peut donc imaginer que les organismes consommateurs de Caulerpa soit métabolisent 
la toxine, soit l'éliminent rapidement de leur organisme, On peut donc penser que la 
transmission de la toxine dans la chaine alimentaire, sous sa forme initiale, est faible. 
Néanmoins l'état physiologique des consommateurs de l'algue est moins bon que celui 
des témoins; on peut donc penser que l'algue a un effet néfaste sur ceux-ci. 





B. VERON, C. BILLARD, J.C. DAUGUET et M. BERT (Laboratoire de Biologie et 
Biotechnologies Marines, Université de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Etude des stérols de microalgues marines: premiers résultats concernant quelques 
diatomées, 


Source MNHN. Paris 
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Les stérols, composés essentiels des membranes eucaryotes, présentent dans le 
règne végétal une extraordinaire diversité de structure. Campestérol, stigmastérol et 
cholestérol sont universellement répartis mais en proportions très variables. A l'opposé, 
certains stérols présents exclusivement dans certaines familles de végétaux constituent 
d'excellents marqueurs chimiotaxonomiques. 

L'étude des stérols de 3 diatomées communes, très largement utilisées en aqua- 
culture, Chaetoceros calcitrans, Skeletonema costatum (Centrales) et Phaeodactylum 
tricornutum (Pennales) permet déjà de montrer 3 compositions stéroliques très différen- 
tes. Le 24-méthylènecholestérol est dominant chez Skeletonema costatum alors que 
chez Chaetoceros calcitrans le cholestérol représente 73% des stérols. Le brassicastérol 
constitue plus de 70% des stérols de Phaeodactylum tricornutum alors qu'il est 
inexistant chez les Centrales. 

Deux hypothèses, issues de ce premier travail, seront à vérifier: 

- l'absence de brassicastérol chez les diatomées Centrales 
- l'influence du mode de vie sur la composition stérolique des Pennales. 


B. WU, C. DUPRE, D. GRIZEAU et J.C. GUARY (Equipe Biotechnologies Marines 
(GRAC) CNAM-ITECHMER, Cherbourg). 


Caractéristiques de la Cyanophyceae Spirulina platensis cultivée en eau de mer, 


Les paramètres de croissance de Spirulina platensis, cultivée en eau de mer na- 
turelle enrichie, milieu f/2 de Guillard & Ryther (1962), ont été comparés à ceux obte- 
nus avec le milieu de Zarouk (1966). Nous avons étudié l'effet d'un transfert en eau de 
mer sur l'activité photosynthétique, la composition pigmentaire et le profil d'acides gras 
de cette cyanophycée filamenteuse. Les cyanophycées adaptées respectivement à cha- 
cun de ces milieux sont également caractérisées par leur aptitude à former des sphéro- 
plastes après un choc osmotique, 


Y. YONESHIGUE-VALENTIN et G.J.P. MITCHELL (Departamento de Botánica, Instituto 
de Biologia, Universidade Federal, 21949-900 Rio de Janeiro, RJ, Brazil). 


Quelques observations sur les macroalgues de la plateforme continentale du sud 
est brésilien. 


Laminaria abyssalis est une algue d'intérét économique vivant entre 45 et 100 
m de profondeur au large de l'état de Rio de Janeiro, Brésil. Son biotope est caractérisé 
par les basses températures (15-19°C) de l'eau centrale de l'Atlantique Sud qui s'écoule 
sous le courant du Brésil, par une très faible énergie lumineuse (5-8 uEm? s^), et par 
la spécificité du substrat formé de conglomérats de Corallinaceae encroûtantes. Dans le 
cadre d'une étude sur les épiphytes des rhizoïdes de Laminaria et sa flore compagne, 
nous avons répertorié une trentaine d'espèces entre 51 et 66 m de profondeur, dont cer- 
taines sont typiques des biotopes profonds: Palmophyllum crassum (Naccari) Raben- 
horst, Microdictyon vanbossae Setchell, Caulerpa surrayii Weber van Bosse, Caulerpa 
trifaria Harvey, Sporochnus bolleanus Montagne, Halymenia integra Howe et Taylor, 
Lithothamnion occidentale (Foslie) Foslie, Botryocladia pyriformis Kylin, Laurencia 
lata Howe et Taylor. En revanche, la plupart des espèces rencontrées sont capables 
d'habiter des biotopes aussi bien superficiels que profonds, avec une large distribution 
verticale et supportant, en conséquence, une variation considérable de la quantité et la 
qualité de lumiere: Ulva fasciata Delile, Lobophora variegata (Lamouroux) 


Source : MNHN, Paris 
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Womersley, Falkenbergia hillebrandii tetrasporophyte de Asparagopsis taxiformis 
(Delile) Trevisan, Hypnea musciformis (Lamouroux) J. Agardh, Plocamium brasiliense 
(Greville) Howe et Laylor, etc. Palmophyllum crassum, Caulerpa trifaria, C. murrayii 
et Lithothamnion occidentale sont des premières citations pour le Brésil et Caulerpa 
trifaria pour l'Océan Atlantique. Malgré la forte contrainte à laquelle ces espéces sont 
soumises - courant d'eau froide sous latitude tropicale - nos résultats montrent un 
peuplement riche et diversifié. 


У.Е. YUNIANTA!, R. PEREZ!, R. KAAS!, J.-M. ROBERT? (1, Laboratoire d'algoculture, 
IFREMER Nantes, 2, Laboratoire de Biologie Marine, Université de Nantes). 


Metabolisme et stockage de l'azote chez Laminaria digitata cultivée en eau de mer 
enrichie. 


La distribution de l'azote dans les différentes parties des thalles de Laminaria 
digitata (Huds.) Lamour a été étudiée sur des plants récoltés dans la région de Quiberon 
(France). L'influence de différentes formes d'azote à des concentrations variables fut 
suivie en fonction des temps de trempage. 

L'absorbtion de l'azote s'effectue dans l'ensemble du thalle, indépendamment de 
l'âge de l'algue et quelle que soit la forme azotée, le nitrate d'ammonium donnant les 
meilleurs résultats, La capacité de stockage de l'azote varie avec l'âge des algues, les 
jeunes plants se montrant bien supérieurs aux adultes dans ce domaine. 

Le temps de trempage joue semble-t-il un rôle plus important que la 
concentration utilisée. Dans tous les cas, les plants adultes ont atteint la saturation au 
bout de 15 à 60 minutes alors que les jeunes algues ont continué à accumuler l'azote 
même après 300 minutes de trempage. Un phénomène de régulation semble intervenir 
chez les individus âgés dont les teneurs en azote reviennent à leurs valeurs initiales 
quand les temps de trempage se prolongent au-delà de 60 minutes. 

Si, toujours chez les algues adultes, les teneurs finales en azote sont 
équivalentes dans toutes les parties du thalle, la concentration initiale varie 
sensiblement, la zone stipo-frondale contenant plus d'azote que l'extrémité distale. Ceci 
rejaillit sur les capacités d'absorption des différentes zones de l'algue, l'extrémité de la 
fronde étant capable de stocker des quantités plus importantes d'azote que la région 
méristématique. 


M. ZINOUN et J. COSSON (Laboratoire de Biologie et Biotechnologies Marines, Université de 
Caen, 14032 Caen Cedex). 


Variations des teneurs et des propriétés physico-chimiques des polysaccharides 
exraits de Calliblepharis jubata. 


Devant la situation de l'approvisionnement en algues, avec en particulier des 
importations majeures en provenances de pays instables politiquement, il s'avère qu'on 
doit envisager des sources de carraghénanes de substitution c'est-à-dire l'utilisation 
d'espèces non encore exploitées mais susceptibles de fournir des carraghénanes par 
exemple du type iota exclusivement extrait actuellement des Eucheuma. Ce travail a 
deux objectifs principaux: 1) caractériser chez Calliblepharis jubata le type de colloïde 
en déterminant sa concentration et ses variations en fonction des différents facteurs du 
milieu; 2) suivre les prorpriétés physicochimiques du polymère au cours de l'année. 








Source : MNHN, Paris 
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En effet un suivi des variations saisonniéres des teneurs en carraghénanes et 
matières sèches montre que ces dernières chutent au cours de la phase de croissance 
pour atteindre de faibles valeurs pendant les mois de février-mars. L'analyse des sucres 
monomères par CPG montre que les teneurs en glucose les plus élevées sont observées 
pendant le mois de mars. Ces teneurs chutent au cours de la phase stationnaire de crois- 
sance montrant ainsi que l'amidon floridéen peut être considéré comme substance de ré- 
serve. 

Nous n'avons pas noté de véritable variations dans la composition chimique; par 
contre nous avons noté des variations significatives des propriétés physiques, ces der- 
nières étant le résultat d'une variation de la masse molaire du polymère. 


M. ZINOUN et J. COSSON (Laboratoire de Biologie et Biotechnologies Marines, Université de 
Caen, 14032 Caen Cedex). 


L'effet de quelques facteurs du milieu sur la croissance des thalles de Gigartina 
teedii et les propriétés physico-chimiques du carraghénane. 


Les carraghénanes, principaux constituants de la paroi cellulaire de plusieurs 
familles de l'ordre des Gigartinales, ont une grande importance dans l'industrie alimen- 
taire oà ils sont utilisés en tant qu'additifs (E 407). 

Gigartina teedii est une espéce trés riche en carraghénanes et présente une ca- 
pacité de croissance très élevée. Plusieurs facteurs du milieu ont été testés en vue 
d'établir un protocole d'aquaculture pour cette espèce par la définition de caractères 
écophysiologiques propres à fournir une biomasse importante pour un carraghénane 
abondant et de qualité. Gigartina teedi présente un optimum de croissance à des tempé- 
ratures et des intensités lumineuses relativement élevées. 

L'étude de l'effet des nitrates sur la croissance et les teneurs en carraghénanes 
montrent l'effet Neish chez cette espèce. Un effet comparable a été observé lors de 
l'étude de l'action du phosphore sur les teneurs en carraghénanes. 


M. ZINOUN, J. COSSON et S. NABIL (Laboratoire de Biologie et Biotechnologies Marines, 
Univresité de Caen, 14032 Caen Cedex). 


Culture en conditions contrólées de Calliblepharis jubata. 

Calliblepharis jubata, algue rouge (Rhodophycée, Gigartinale) a été récoltée au 
Cap Lévy au cours de I'année 1989-1990. 

Plusieurs facteurs du milieu ont été étudiés en conditions contrôlées afin de 
comprendre les modalités du développement de cette espèce dans le milieu naturel. 
Ainsi l'augmentation de l'intensité lumineuse, la température et la rareté des nutriments 
dans l'eau de mer sont à l'origine de la disparition de l'espèce au mois de juillet-août. 


Source : MNHN, Paris 
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LIMNOLOGIA DEL EMBALSE EL CADILLAL 
(TUCUMAN - ARGENTINA) 
II: ESTUDIO CUALITATIVO DEL FITOPLANCTON. 


Claudia T. SEELIGMANN! y Beatriz C. TRACANNA? 


! Becaria del CONICET. Facultad de Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo (U.N.T.). 
Cátedra de Criptógamas. Miguel Lillo 205 - San Miguel de Tucumán (4000) (Argentina). 
? Area Botánica de Іа Fundación Miguel Lillo. Investigadora del CONICET. 
Cátedra de Criptógamas de la Facultad de Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo (U.N.T.). 
Miguel Lillo 251 - San Miguel de Tucumán (4000) (Argentina). 


RESUMEN - A partir de viajes de campaña efectuados durante los años 87/88 en el embalse El 
Cadillal (Tucumán-Argentina), se analizaron 59 muestras de arrastre superficial. Se identificaron 45 
especies fitoplanctónicas, de las cuales 22 corresponden a las Chlorophyta,15 a las Chromophyta 
(Diatomophyceae), 7 a las Schizophyta y 1 a las Pyrrophyta. El orden mejor representado fue el de la 
Chlorococcales y como especies más frecuentes se pueden citar a: Aulacoseira granulata, 
Closterium acutum var. variabile, Closterium venus, Botryococcus braunii, Oocystis solitaria, 
Cyclotella meneghiniana y Microcystis flos-aquae. La zona con mayor riqueza especifica le 
correspondió а "la Olla" (zona 3). De acuerdo a la clasificación dada por Lange-Bertalot (1979), se 
cita como especie tolerante a Fragilaria ulna; especies menos tolerantes a Melosira varians, 
Surirella ovalis y Cymatopleura solea, Como especies sensibles a Gomphonema olivaceum, 
Gomphonema truncatum y Nitzschia sigmoidea. Se mencionan por primera vez para Tucumán 22 
especies. Los máximos valores de riqueza específica se dieron en otoño, período de mezcla. 


PALABRAS CLAVES: Limnología, fitoplancton, análisis cualitativo, embalse, El Cadillal 
(Tucumán, Argentina). 


ABSTRACT - 59 samples at water surface level have been collected between 1987 and 1988 on 
field trips to the water reservoir El Cadillal (Tucumán-Argentina).45 phytoplanctonic species have 
been identified, 22 of these species belong to the Chlorophyta, 15 to the Chromophyta (Diato- 
mophyceae), 7 to the Schizophyta and 1 to the Pyrrophyta. The Chlorococcales were the most 
representative order. Among the most frecuent species : Aulacoseira granulata, Closterium acutum 
var. variabile, Closterium venus, Botryococcus braunii, Oocystis solitaria, Cyclotella meneghiniana 
and Mycrocystis flos-aquae may be mentioned. The highest number of different species was found in 
"la Olla" (zone 3). According to the clasification by Lange-Bertalot (1979), Fragilaria ulna is men- 
tioned as the species with the highest degree of tolerance, where Melosira varians, Surirella ovalis 
and Cymatopleura solea have been cited as less tolerant, Gomphonema olivaceum, Gomphonema 
truncatum and Nitzschia sigmoidea are considered as sensitive species. 22 species have been 
mentioned in the area of Tucumán for the first time. The highest values of specific richness have 
been observed in autumn, a season when a period of mixture is generated. 


Source : MNHN, Paris 
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KEY WORDS. - Limnology, phytoplancton, cualitative study, reservoir, El Cadillal (Tucumán, 
Argentina). 


INTRODUCCION 


Este trabajo forma parte de una serie de estudios que se desarrollan sobre el co- 
nocimiento limnológico del embalse El Cadillal (=Dr. Celestino Gelsi) - Tucumán - 
Argentina. En esta contribución se hace referencia a las taxa presentes del fitoplancton 
superficial correspondientes a dicho cuerpo de agua. Las características morfo- 
métricas, físico-químicas del embalse así como el estudio cuantitativo del fitoplancton 
están descriptas en Tracanna et al., 1991 y Tracanna & Seeligmann (1992). 


MATERIALES Y METODOS 


Se estudió el aspecto cualitativo del fitoplancton del embalse El Cadillal en 
base a 59 muestras mensuales de arrastre superficial, correspondientes a las zonas 1,2 y 
3, dentro del período febrero/87-diciembre/88 (Fig. 1). El embalse El Cadillal está si- 
tuado 26 km al norte de la ciudad de San Miguel de Tucumán en la circunscripción 
administrativa de Tafí Viejo entre los 65% 7 W y 26° 40! S (Tracanna et al., loc. cit.). 

Las muestras fueron sustraídas con red de plancton de 48 um de malla, y se las 
fijaron con una solución acuosa al 4% de formaldehido. Para identificar la presencia de 
mucílago se utilizó azul de metileno y para pirenoides lugol. Las descripciones se rea- 
lizaron con la ayuda de un microscopio Leitz SM-LUX provisto de un dispositivo para 
dibujo.Para la ordenación sistemática hasta nivel genérico se adoptó el sistema de cla- 
sificación propuesto por Bourrelly (1972, 1981, 1985). 

El material estudiado para cada especie se encuentra detallado en los cuadros 1- 
ТН 


RESULTADOS 


Se identificaron 45 especies fitoplancténicas de las cuales 22 pertenecieron a 
las Chlorophyta (50 95), 15 a las Chromophyta (Diatomophyceae) (31.8 %), 7 a las 
Schizophyta (15.9 96) y 1 a las Pyrrophyta (2.3 96). Las epecies marcadas con un aste- 
rísco, son las citadas por primera vez para Tucumán. 

En los cuadros 1-2 se observa la frecuencia relativa de las especies en las tres 
zonas y como más frecuentes se pueden citar a Aulacoseira granulata, Closterium 
acutum var. variabile, Closterium venus, Botryococcus braunii, Oocystis solitaria, 
Cyclotella meneghiniana y Microcystis flos-aquae. 

La mayor riqueza específica le correspodió a la "Olla" (Fig. 2, cuadros 1-3) 
siendo exclusivas de ésta Gyrosigma sp., Lyngbya pristleyi, Monoraphidium pusillium, 
Scenedesmus acuminatus, Scenedesmus arcuatus, Scenedesmus есотіѕ у 
Stigeoclonium sp. Asímismo, las fluctuaciones para las tres zonas fueron similares, 
cuyos máximos se dieron en otoño-invierno y los mínimos en verano. 


Source : MNHN, Paris 


LIMNOLOGIA DEL EMBALSE EL CADILLAL (ARGENTINA) 21 





f Cuadro N* 1: Frecuencia relativa del Fitoplancton Zona 1 (Cola) 





MESES, A[S[O|N[D| E 
ORGANISMOS | 
‘Anabaena flos-aquae x[x|x|xix| In 
Ankistrodesmus fusiformis 
Aulacoseira granulata x 
Botryococcus braunii x 
Chlamydomonas globosa x 
‘Closterium acutum var. variabile x 
Closterium venus xxx xl 
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Coelastrum cambricum x 
Coelastrum microporum 
(Cosmarium sp. x 
(Cyclotella meneghiniana. x 
|Cymatopleura solea. x 
Cymbella cymbiformis x |x 
Diploneis boldtiana П 
Eudorina elegans [|х 
Fragilaria ulna x| |x 
(Gomphonema olivaceum 
(Gomphonema truncatum x 
|Gyrosigma sp. | 
Lyngbya prisleyi 
Lyngbya sp. X| х 
Melosira varians x 
Merismopedia convoluta х] Іх] x 
Microcystis flos-aquae x[x[x[x| |x| x|x|xix|x Ї 
‘Microcystis sp. x 
Monoraphidium pusillum. | 
Navicula cuspidata z| х x 
Navicula peregrina хіх 
Nitzschia obtusa x 
Nitzschia sygmoidea x 
Oocystis solitaria x[x|x 
Pandorina morum x[x| |x 
Pediastrum boryanum 
Pediastrum simplex xx хіх 
Peridinium sp. 
Planktosphaeria gelatinosa. x 
Scenedesmus acuminatus 
Scenedesmus arcuatus | 
Scenedesmus ecornis 

Scenedesmus quadricauda 
[Sphaerocystis schroeteri x[x| |хїх x[x| xix 
Stigeoclonium sp. | 
[Synechococcus elongatus x|x| |xix. x|x[x| I 
Surirella ovalis xx] x 
Volvox dissipatrix х|х|х|хїх Г.ГхїхЇ ххх 
Total de frecuencias 212 
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Cuadro N* 2: Frecuencia relativa del Fitoplancton Zona 2 





MESES] 





NID] Fr. 





ORGANISMOS 








‘Anabaena flos-aquae 
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Cuadro N* 3: Frecuencia relativa del Fitoplancion Zona 3 (Olla) 

MESES F|MJAIMILI[A S[O| N[D| Fr. 
ORGANISMOS x 
‘Anabaena flos-aquae x xixxx| |x| | x[x|x|xix xix x x|. | 15. 
Ankistrodesmus fusiformis NF x 1| 
ГАшасовеїга granulata xx [x|x|x|xx|x| x|x|x|x x| x x|x|x xx x x x x| 23 
Botryococcus braunii x x x|x|x|x|x x x x x x (x x[x[x x |xixix|x| 21 
Chlamydomonas globosa Ixixixix| [xix| Гек хаа] xl | |x[14 
Closterium acutum var. variabile х х x|x x x x x x x xx x x x x xx x x x x x| 23 
[Closterium venus xx x|x xx x x x x x x x x x x xxx x x x x| 23 
Coelastrum cambricum x[x|x xxix |x| | [xix x| |x| |x|x| 13 
¡Coelastrum microporum xx x x x x x|x| x x x|X|x|xix| 15 
(Cosmarium sp. x x 2] 
[Cyclotella meneghiniana x[x[x| xixixix[x|x|x| [x| [x x x xx x x x 19 
|Cymatopleura solea [x 1 
[Cymbella cymbiformis x| | xx|x| |x x[x|x|xix x|x|x| | | 13 
Diploneis boldtiana X KX X x x x|x x 9 
Eudorina elegans | [xfa] xixixi x x x XX 10 
Fragilaria ulna x| [ala] lal a| fx] | fala] а 10 
[Gomphonema olivaceum xl | x 2 
‘Gomphonema truncatum — x х | ]xixix 5 
[Gyrosigma sp. x x[x| | 3 
Lyngbya prisleyi xx Pr кіх 6 
[Lyngbya sp. x x] | {x 3 
Melosira varians X|X Xx) x 4 
Merismopedia convoluta Гү хі x ЫЗ 
‘Microcystis flos-aquae x|x|x x xix ixix|x|xix|x|x x xx xix| |xix|x|x| 22 
‘Microcystis x] faits LES 
|Monoraphidium pusillum. х|х|х xxix] [x 7 
Navicula cuspidata E x | 2 
Navicula peregrina 1. x |x| x | хіх 5 
Nitzschia obtusa x [xl кіх |х 5 
Nitzschia sygmoidea хїх|хїх|хїх x| Їххх|х M 
Oocystis solitaria xx x[x|x x x|x| x x|x|x x x |x| xx x x x| x x| x| 23 
Pandorina morum. x| lx хіх [х 5 
[Pediastrum boryanum [x р х |:2 
Pediastrum simplex lx] xx] x 4 
'Peridinium sp. x| | [x x [x rid 
Planktosphaeria gelatinosa. x| |xixixxix|xix| |x| |xjx x|x| |x| 17 
Scenedesmus acuminatus x i] 
Scenedesmus arcuatus х 1 
‘Scenedesmus ecornis. x [1 
Scenedesmus quadricauda x I x| | 2 
‘Sphaerocystis schroeteri хх х|х| хїх(х| | |х| (хх гхїххїххүх| |х(18 
Stigeoclonium sp. | x 1 
‘Synechococcus elongatus х|х|х| | їхїх| | кх| |хїх 12 
Surirella ovalis x| | хххїхүх 8 
Volvox dissipatrix xix|x|x|xix| |x. x|x|x|x n 
Total de frecuencias I 407 
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Fig. 1: Embalse El Cadillal Tucumán-Argentina: Zonificación (1-3) 


Source : MNHN, Paris 
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Fig. 2: Variaciones del número de especies en las Zonas 1 (0), 2 (+), 3 (0). 
SCHIZOPHYTA 
CYANOPHYCEAE 
CHROOCOCCALES 
*Merismopedia convoluta Bréb. (Fig. 3 ) 


Colonias de varios milímetros de ancho, planas, a menudo varias colonias jun- 
tas. Células de 4-5 um de diámetro, azul verdosas a verdosas. 


*Microcystis flos-aquae (Wittr.) Kirchn. (Figs. 4-5). 


Colonias esféricas a irregulares. Células esféricas de 5-7 um de diámetro, con 
vacuolas gaseosas. 


Microcystis sp. (Fig. 6) 
Colonias esféricas a irregulares. Células esféricas de 3.5-4 um de diámetro, sin 


vacuolas gaseosas. 


*Synechococcus elongatus Nügeli (Fig. 7) 
Células de 1.5-3(4) um de largo y 1-2 um de diámetro. 


Source : MNHN, Paris 
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NOSTOCALES 


*Anabaena flos-aquae Bréb. ex Born. et Flah. (Figs. 8-9) 

Tricomas muy largos de 200-400 рт, епгоѕсайоѕ еп espiral en forma irregular, 
aislados o en ovillos, Mucilago incoloro y poco visible. Células vegetativas esféricas, 
de 5-6.5 um de diámetro, con vacuolas gaseosas. En los distintos muestreos los he- 
terocitos fueron muy poco frecuentes y los acinetos no se observaron en ningún mes 
del año, por lo que es una aproximación a la especie flos-aquae. 


Lyngbya pristleyi Seeligmann (Fig. 10) 

Filamentos de 3-6 um de diámetro.Vaina delgada incolora. Tricomas verde 
pálidos, constrictos. Células vegetativas de 1-2 um de largo y 3-6 um de diámetro. 
Célula apical redondeada, sin caliptra. 


Lyngbya sp. (Fig. 11) 

Filamentos de 6-7 um de diámetro. Células vegetativas de 2-5 ит de largo y 6- 
7 um de diámetro, con gránulos en los tabiques transversales. Célula apical redon- 
deada, sin caliptra. El material no pudo ser determinado especificamente por ser muy 
escaso encontrándose sólo pequeñas porciones de filamentos. 


PYRRHOPHYTA 
DINOPHYCEAE 


PERIDINIALES 


Peridinium sp. 

Células vegetativas de 35 um de largo y 30 jm de diámetro. El material no pu- 
do ser determinado específicamente por encontrarse en mal estado por lo que la tabu- 
lación no fue correctamente observada. 


CHROMOPHYTA 
DIATOMOPHYCEAE 


COSCINODISCALES 


*Aulacoseira granulata (Ehr.) Simonsen (Fig. 12) 
Células de 20-26 um de largo y 7.5-19 um de diámetro.Las líneas de poros en 
10 pm es de 8. El largo de las espinas varía entre 13-22 um. 


Figs. 3-20: - Fig. 3 : Merismopedia convoluta Bréb. Figs. 4-5: Microcystis flos-aquae (Wittr.) 
Kirchn.4, detalle de las células, 5, forma de la colonia, Fig. 6: Microcystis sp. Fig.7: Synechococcus 
elongatus Nüg. Figs. 8-9: Anabaena flos-aquae Bréb.ex Born.et Flah., 8, detalle de las células, 9, 
aspecto general de un tricoma. Fig. 10: Lyngbya pristleyi Seeligmann. Fig. 11: Lyngbya sp. Fig. 12: 
Aulacoseira granulata (Ehr.) Simonsen. Fig. 13: Cyclotella meneghiniana Kitz. Fig. 14: Melosira 
varians Agardh. Fig. 15: Fragilaria ulna (Nitz.) Lange-Bertalot, Fig. 16: Cymbella cymbiformis 
Agardh; Fig. 17: Diploneis boldtiana Cleve. Fig. 18: Gomphonema olivaceum (Hom.) Bréb. Fig. 19: 
Gomphonema truncatum Ehr. Fig. 20: Navicula cuspidata Kütz. 

La línea que acompaña a las figuras equivale a 10 jum, salvo en las figuras 5 y 9 que corres- 
ponde a 100 pm. 





Source : MNHN, Paris 
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*Cyclotella meneghiniana Kiitzing (Fig. 13). 

Células cilíndricas de 22-25 um de diámetro.Estrias bien marcadas limitando la 
periferia, 8-9 en 10 ит, terminadas por una punta aguda, en la región central se obser- 
varon a modo de puntuaciones radialmente dispuestas. 


*Melosira varians Agardh (Fig. 14). 

Células cilíndricas de 10-18 um de diámetro y 7.5-10 im de largo a veces lisas, 
desprovistas de ornamentaciones visibles al microscopio óptico, sulco nulo, pseudo- 
sulco neto. Las células están unidas en largos filamentos. 


DIATOMALES 


*Fragilaria ulna (Nitzsche) Lange-Bertalot (Fig. 15). 

Frústulos aislados o agregados en bandas. Valvas lineares, o lineares-lanceola- 
das, atenuadas en los extremos, de 98-285 ут de largo y 8-10 um de diámetro, con 9- 
10 estrias en 10 jm. Pseudorafe angosto. 


NAVICULALES 


*Cymbella cymbiformis Agardh (Fig. 16 ). 

Superficie dorsal fuertemente convexa y ventral poco o derechas, en el centro 
débilmente abultadas. Extremos chatos, redondeados. Células de 29-70 um de largo y 
10-16 um de ancho. Rafe poco excéntrico, lateral o reverso-lateral, extremos dirigidos 
hacia el dorso. Area axial angosta. Ventralmente al nódulo central se presenta de 0-1 
estigma. Estrias en el centro débilmente y en los extremos fuertemente radiales, con 
10-11 y 11-12 cada 10 um respectivamente. Aréolas punteadas 16 en 10 um. 


*Diploneis boldtiana Cleve (Fig. 17). 

Valvas lineares elípticas con lados paralelos o ligeramente convexos, extremos 
truncos y anchamente redondeados. Células de 21-23 um de largo y 11-13 um de an- 
cho. Surco del rafe angosto. Nódulo central pequeño, redondo. Puntuaciones dispuestas 
en hileras simples, relativamente tenues y dificiles de ver, entre 25-30 en 10 um. Es- 
trias en el centro algo radiales, 14-15 en 10 um. 


*Gomphonema olivaceum (Hornemann) Brébisson (Fig. 18). 

Valvas en forma de clava a ovales, enangostadas en la base. Células de 57 um 
de largo y 13 um de ancho. Estrias poco radiales, irregularmente acortadas alrededor 
del nódulo central, con 10 en 10 pm. Puntuaciones poco visibles. 





Figs. 21-32:- Fig. 21: Nitzchia sigmoidea (Ehr.) Smith. Fig. 22:Navicula peregrina (Ehr.) Kütz. Fig. 
23: Nitzchia obtusa W. Smith. Fig. 24: Cymaropleura solea (Bréb.) W. Smith. Fig. 25: Surirella 
ovalis Bréb. Fig. 26: Chlamydomonas globosa Snow. Fig. 27: Eudorina elegans Ehr.. Fig. 28: 
Pandorina morum (Müller) Bory. Figs. 29-30: Volvox tertius Meyer, 29, aspecto de la colonia, 30 a, 
detalle del mucflago, 30b, cigota. Fig. 31: Planktosphaeria gelatinosa Smith. Fig.32: Sphaerocystis 
schroeteri Chodat. 

La línea que acompaña a las figuras equivale a 10 pm, salvo en la figs. 29 y 30b que corres- 
ponden a 15 um. 





Source : MNHN, Paris 
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*Gomphonema truncatum Ehrenberg (Fig. 19). 

Valvas de contorno ondulado, convexas en el centro y en la extremidad anterior 
y enangostadas en la extremidad posterior. Células de 20-50 jm de largo, con 9-12 es- 
trias en 10 um, marcadamente punteadas, radiantes sobre todo en el centro, alternando 
cortas y largas, donde se puede observar un estigma. 


Gyrosigma sp. 
Valvas poco sigmoides, 96-110 рт de largo y 15-20 ит de ancho, rafe central. 


*Navicula cuspidata Kiitz. (Fig. 20). 

Grandes formas, ligeramente lanceoladas, de 70-83 um de largo y 20-30 um de 
ancho. Las estrías transversales, 12-17 en 10 pm, son paralelas sobre casi toda la su- 
perficie de la valva y ligeramente convergente en las extremidades. Rafe derecho y 
termina en un gancho muy neto, 


*Navicula peregrina (Ehr.) Kützing (Fig. 22). 

Valvas lanceoladas, con los extremos ligeramente alargados en las grandes 
formas, de 60-180 uim de largo y 18-20 um de ancho. Estrias fuertes, lineadas, de 5-7 
en 10 um. Area longitudinal estrecha, área central redondeada. 


*Nitzschia obtusa W. Smith. (Fig. 23). 

Células casi rectilíneas, curvas sólo en los extremos de 72 a 120 um de largo y 
4 a 6 um de ancho, con 6-9 fíbulas en 10 jm. Las estrias fueron poco perceptibles al 
microscopio óptico. 


*Nitzschia sigmoidea (Ehr.) W. Smith (Fig. 21). 
Grandes células sigmoideas de 145-177 um de largo, con 5-7 fíbulas en 10 pm. 


*Cymatopleura solea (Brébisson) W. Smith (Fig. 24) 

Früstulo linear-angosto o ancho, lados en el centro poco a muy contraídos, po- 
cas veces casi paralelos. Células de 22-30 um de ancho y 90-135 um de largo. La su- 
perficie de la valva presenta ondulaciones en vista conectiva. Estrias transversales bien 
marcadas, 6-10 en 10 um, de longitud variable. 


*Surirella ovalis Brébisson (Fig. 25). 
Células pequeñas de 47-48 um de largo y 30 um de ancho; la superficie de la 
valva es plana y presenta un fréstulo heteropolar, 16-18 costas en 50 rm que se prolon- 


Figs. 33-49:- Fig. 33: Ankistrodesmus fusiformis Corda sensu Kors. Figs. 34-35: Monoraphidium 
pusillum (Printz) Komárková-Legnerová. Fig. 36: Oocystis solitaria Witte. Fig. 37 Botryococcus 
braunii Kütz. Fig. 38: Coelastrum cambricum Archer. Fig. 39: Coelastrum micro-porum Nig. Fig. 
40: Scenedesmus acuminatus (Lagerh.) Chod. Fig. 41: Scenedesmus arcuatus Lemm. Fig. 42: 
Scenedesmus ecornis (Ralfs) Chod. Figs. 43-44: Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb. Fig. 45, 
Pediastrum simplex Meyen. Fig. 46: Pediastrum boryanum var. brevicorne Braun, Fig. 47: 
Closterium acutum var. variabile (Lemm.) Geitler. Fig. 48: Closterium venus Kütz. Fig. 49: 
Cosmarium sp.- La línea que acompaña a las figuras equivale a 10 um. 


Source : MNHN, Paris 
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gan hacia el centro desigualmente y están en ocasiones limitadas por una línea central 
bien neta. A veces posee un sistema de estrias radialmente dispuestas. 


CHLOROPHYTA 
CHLOROPHYCEAE 


VOLVOCALES 


Chlamydomonas globosa Snow (Fig. 26) 

Células esféricas o ligeramente elípticas, pequeñas, de 7-11 рт de diámetro, 
incluídas en una vaina mucilaginosa, hialina, papila anterior ausente. Cloroplasto cu- 
puliforme, parietal, con un pirenoide basal y una vacuola contráctil en el polo anterior 
de la célula. 


Eudorina elegans Ehrenberg (Fig. 27) 
Colonias esféricas de 55-92 uim de diámetro. Células esféricas a ovoides de 9- 
14 um de diámetro. 


Pandorina morum (Müller) Bory (Fig. 28). 

Cenobios elipsoidales cortos, a veces esféricos, ambos polos ampliamente re- 
dondeados. De 8-16 células por cenobio, de 9-17 ит de largo y similar de ancho, ovoi- 
des o cuneiformes, superficie más amplia ubicada hacia la periferia y se enangostan 
hacia el centro del cenobio, poseen 2 flagelos iguales, 2-2.5 el largo de la célula. La 
colonia posee 32-51 jm de diámetro y 45-60 uim de largo. 

*Volvox tertius Meyer (Fig. 29-30 a-b). 

Colonias esféricas a elipsoidales de 220-570 pm de ancho, con 540-1500 célu- 
las, Células esféricas de 5-7 jm de diámetro, Gonidios 6-8. Zigotas con pared lisa de 
45-50 jm de diámetro. No pudieron ser observadas las conecciones cito plasmáticas a 
pesar de haberse teñido con azul de metileno. Problemática ésta que señala Hiiber- 
Pestalozzi (1961: 671). 


CHLOROCOCCALES 


Planktosphaeria gelatinosa Smith G.M. (Fig. 31). 
Células de 22-25 jm de diámetro excluyendo la vaina. Vaina lisa. 


Sphaerocystis schroeteri Chodat (Fig. 32). 
Colonias de 31-85 jm de diámetro. Células de 4-9 uim de diámetro. 


Ankistrodesmus fusiformis Corda sensu Kors. (Fig. 33) 
Colonias formadas por células fusiformes o cilíndricas, derechas a ligeramente 
cruvadas de 30-44.5 um de largo y 12-2 um de diámetro, 


Monoraphidium pusillum (Printz) Komárková-Legnerová ( Fig. 34-35). 


Células fusiformes, gradualmente punteadas de 7-28 um de largo y 1-2.2 um de 
diámetro. 


Source : MNHN, Paris 
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Oocystis solitaria Wittrock (Fig. 36). 
Colonias de 42-60 jm de diámetro. Células de 28-34 um de largo y 21-25 um. 
de diámetro. 


Botryococcus braunii Kützing (Fig. 37). 
Células de 5-11 pm de largo y 3-6 um de diámetro. 


Coelastrum cambricum Archer (Fig. 38). 

Colonias esféricas de 62-77 um de diámetro, constituídas por células de 13-18 
jm de diámetro, con 4-6 procesos cortos interconectantes. A pesar de no haberse ob- 
servado los engrosamientos apicales en las células, nuestros ejemplares se acercan a C. 
cambricum según Smith (1920:161), Prescott (1961: 229) y Sant' Anna (1984:157). 


Coelastrum microporum Nageli (Fig. 39). 
Cenobios esféricos, con 4-32 células. Células esféricas, sin uniones entre sf, de 
6-10 um de diámetro. Pared celular lisa y delgada. Cenobios de 25-29 um de diámetro. 


*Scenedesmus acuminatus (Lagerh.) Chod. (Fig. 40). 

Cenobios formados por 4-8, raro 2 células. Células de 10-32 de largo y 2.5-7 
рт de diámetro, delgadas, fusiformes, a veces enangostadas en una punta о en un ex- 
tremo romo. Células externas más o menos curvas hacia afuera. Células internas dere- 
chas o con sus espinas dobladas, pero nunca como las células externas. Cenobios linea- 
res o alternados. 


Scenedesmus arcuatus Lemm. (Fig. 41). 

Cenobios formados por 8 rara vez 4 o 16 células. Las células se encuentran de a 
dos o tres filas, entre ellas hay grandes espacios. Los cenobios están siempre curvados 
en el sentido del eje transversal, cubiertos a veces por un mucílago de 2-7 um de espe- 
sor. Las células son elípticas u oval elípticas, de 6-17 um de largo y 3-9 rm de diáme- 
tro. 


Scenedesmus ecornis (Ralfs) Chod. (Fig. 42). 

Cenobios formados por 2, 4-8, raro 16 o 32 células. Las células tienen 6-20 um 
de largo y 3-10 um de diámetro; son de forma elíptica-clíndrica, están ordenadas entre 
ellas por las 3/4 partes de su largo, linearmente o en dirección transversal. Sobre las 
células hay pequeños elementos estructurales. 


Scenedesmus quadricauda (Turp.) Brébisson (Figs. 43-44) 

Cenobios de 2,4 a 8 células lineares, fuertemente apretadas, cilíndricas alarga- 
das y redondeadas en los polos o cónicas redondeadas. El contorno de las células ex- 
ternas es convexo y en las células medias abovedado. Las células son de 6-25 um de 
largo y 2.5-10 um de diámetro. En ambos polos de las células externas se encuentra un 
aguijón derecho o curvo de 2/3 a 1/4 del largo de la célula. No así en las células exter- 
nas donde sólo puede haber pequeños dientes. 


Source : MNHN, Paris 
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Pediastrum boryanum var. brebicorne Braun (Fig. 45). 

Cenobios de 4-254 células, de variadas formas, perforados o no. Células total- 
mente unidas por sus lados, las marginales, débilmente delimitadas, con prolonga- 
ciones cortas (longitud menor a la mitad del largo del cuerpo). Escultura de la pared 
celular reticulada. 


Pediastrum simplex Meyen (Fig. 46). 

Colonias de 80-92 um de diámetro, compuestas de 16-32 células. Células ex- 
ternas de 18-25 um de largo y 10-15 um de diámetro. Células internas de 9-15 um de 
largo y 9-14 um de diámetro. 


ULOTHRICOPHY CEAE 
CHAETOPHORALES 


Stigeoclonium sp. 
Filamentos uniseriados y regularmente ramificados. Células de 6-9 jm de largo 
y 3.5-4 um de diámetro. 


ZYGOPHYCEAE 
DESMIDIALES 


*Closterium acutum var. variabile (Lemmer.) Geitler (Fig. 47). 

Células delgadas de 18-20 veces mas largas que anchas, de 60-68 ит de largo y 
2-3 рт de diámetro, fuertemente curvas, a veces irregularmente, en algunos casos 
formas sigmoideas. 


Closterium venus Kiitz. (Fig. 48). 
Células de 70-82 jim de largo y 9-10 um de diámetro, pared incolora, lisa, 
ápice de 3 um, con un cristal, tres pirenoides por hemicélula. 


Cosmarium sp. (Fig. 49). 
Células de 50-60 im de largo y 38-51 um de ancho, con dos pirenoides por 
hemicélula. 


CONCLUSIONES 


1.- La ficoflora del embalse El Cadillal zonas 1-3 en superficie está taxonómi- 
camente distribuída en 4 divisiones, 10 órdenes y 34 géneros. Dentro de los géneros 
identificados se determinaron 45 especies. 

2.- El Orden Chlorococcales fue el mejor representado. 

3.- Las especies más frecuentes para las tres zonas fueron: Aulacoseira granu- 
lata, Closterium acutum var. variabile, Closterium venus, Botryococcus braunii, 
Oocystis solitaria, Cyclotella meneghiniana y Microcystis flos-aquae. 


Source : MNHN, Paris 
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4.- Según la clasificación dada por Lange-Bertalot, 1979, se cita como especie 
tolerante a Fragilaria ulna, como menos tolerante a Melosira varians y como sensi- 
bles a Gomphonema olivaceum, Gomphonema truncatum y Nitzschia sigmoidea. 

5.- Se citan por primera vez para Tucumán 22 especies. 

6.- Las disminuciones observadas en la riqueza específica (Fig.2) se correlacio- 
nan, de acuerdo a Tracanna et al., 1991 y 1993 con el aumento de sólidos suspendidos 
debido a las precipitaciones estivales y con los períodos de estratificación (setiembre- 
marzo) que provocarían la sedimentación de las Diatomophyceae. 
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RÉSUMÉ. - Ltultrastructure d'une cyanophycée filamenteuse Stigonématale, Mastigocladopsis 
repens Hernandez-Mariné, Fernandez et Merino est décrite. Le schéma des cellules végétatives 
ressemble à celui des autres membres du groupe déjà étudiés. Les ramifications véritables, sortant du 
filament rampant, sont en T ou en Y, selon l'inclinaison de la cloison. Les hétérocystes mûrs ont une 
double enveloppe externe, homogène et laminaire, bien développée. On compare certains aspects 
avec d'autres genres. 


ABSTRACT. - The fine structure of Mastigocladopsis repens Hernandez-Mariné, Fernandez et 
Merino, a filamentous Stigonematalean cyanophyte, is described. The scheme of vegetative cells is 
similar to others members of the group. The slope of the not transversal division septum in the main 
filament produces either true T-branching or Y-branching. The mature heterocysts present a well- 
developed homogeneous extra wall and laminated layer. Comparison with some features of other 
genus are presented. 


RESUMEN. - Se describe la ultrastructura de Mastigocladopsis repens Hernandez-Mariné, Fernan- 
dez et Merino, una cianofícea filamentosa Stigonematal. El esquema de las células vegetativas es 
similar al de otros miembros del grupo estudiados previamente. En el filamento principal los tabiques 
no son nunca transversales y se forman ramificaciones en T o en Y, dependiendo de su inclinación. 
Los heterocistes maduros tienen exteriormente una capa homogénea y otra laminada, bien desarrol- 
ladas. Se comparan algunos aspectos con los de otros géneros. 


Key-words. - Fine structure, Cyanophyceae, Stigonematales, Mastigocladopsis repens. 


INTRODUCTION 


Mastigocladopsis repens Hernandez-Mariné, Fernandez et Mérino is a filamen- 
tous Stigonematalean cyanophyte, isolated from the surface of calcareous Spanish soils 
(Hernández-Mariné et al., 1992). The main characteristics are: trichomes sheathed with 
both reverse 'Y' branching and simple lateral true branching; trichomes having a single 
row of cells and heterocysts intercalary, lateral or terminal. 


Source : MNHN, Paris 


38 V. MERINO et al. 


During the present study its ultrastructural features have been investigated and 
compared with some related previously studied Cyanophyceae, with the aim of finding 
coincident and discriminative characters. 


MATERIALS AND METHODS 


An aliquot of the same sample used for the description, (Hernández-Mariné er 
al., 1992), was utilized to start cultures on 1% agarized BBM medium (Bold & Wynne, 
1985) supplied with 1% CO,Ca. Filaments of two weeks culture were scraped from the 
surface of the agar and fixed in a mixture of glutaraldehyde (2.5%) / paraformaldehyde 
(2%) in 0.1 M cacodylate buffer (pH=7.2) for two hours, washed several times in buffer 
and postfixed in 1% osmium tetroxide in the same buffer. They were dehydrated by a 
graded acetone series, embedded in Spurr's resin (AG, Fluka). The sections were stai- 
ned with 2% uranyl acetate and lead citrate as described by Reynolds (1963). Observa- 
tions were carried out in a Philips 200 transmission electron microscope. 


RESULTS 
Light Microscopy 


From light microscopic observations it is established (Hernández-Mariné er al., 
1992) that the thallus is composed of richly-branched filaments formed by two morpho- 
logically different types of cells. The main filament is built of large, pleiomorphic, bar- 
rel-shaped or rounded cells, 5 to 12 uim wide, length-width ratio 0.3 to 1.4, while the 
other cells, which compose the erect lateral branches and tips of the main filament, 
consisted of nearly uniform, long, narrow cylindrical cells, 3.0 to 5.5 um broad and 5 to 
13.5 uim long, length-width ratio 1 to 3.9. The terminal cells of the branches divide 
transversally. Those on the main filament, when they grow to fill the space, divide in a 
plane that is not transversal to the filament, giving T or Y branches (Anagnostidis & 
Komarek, 1990) depending on the slope of the division septum. Heterocysts are shaped 
like near vegetative cells, either intercalary, 4 to 16 um long in the branches and inter- 
calary or lateral in the pleiomorphic main filament, in the later case the shape is sub- 
conical to spherical, 5-12 jm in diameter. Motile hormogonia are formed from the nar- 
tow lateral branches and the main filament tips by breaking away from the parental 
trichoma. 


Electron Microscopy 


The general organization is similar to that found in other Stigonematales 
(Anagnostidis & Komárek, 1990) (Figs. 1 to 3). 

The sheath is formed by layers of different electron density, those more electron 
dense are formed by microfibrils parallel to the cell wall whereas the clears layers had 
less compact, irregularly arranged microfibrils (Fig. 4). The first formed, most external 
layer, is continuous contributing to the maintenance of the thallus structure, The cell 
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Figs. 1-3. Mastigocladopsis repens, TEM micrographs. Fig. 1: Longitudinal section in the transition 
region between in the branches and the main filament, Fig. 2: Transverse section of a cell from the tip 
of the branches. Note the more or less central nucleoplasm region (N) and the thylakoids (T) arran- 
ged in whorled parallel groups. Fig. 3: Transverse section of cells from the main filament, Note the 
spread of the nucleoplasm region (N) and the vacuolized thylakoids. 


wall (Fig. 4) is formed by a peptidoglican layer of ca. 12 nm and an outer membrane 
that forms vesicles migrating to the forming sheath, specially at the septum level (Figs. 
5, 6). The cell division is of the septum type (Drews & Weckesser, 1982), formed by 
the invagination of the cytoplasmic membrane and the peptidoglican layer (Figs. 5, 6). 
The septum is traversed by thin plasmodesmata (Fig. 7) and at both sides can be obser- 
ved a semicontinuous unit membrane lamellar sheath (Berner & Jensen 1982) separated 
from cytoplasmic membrane ca. 20 nm (Fig. 7), between them circular profiles and 
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granules are visible. When the branche-cell grows, becoming main filament, the 
septum region increases in width less than the rest of the cell, giving the torulose aspect 
(Figs. 1 to 3). The invagination of the outer membrane follows and the septum splits 
away, while yesicles are formed, increasing the sheath in between the cells (Figs. 6 to 
8). The daughter cells are gradually separated by the insert; all states of the separation 
process can be seen in the main filament. 

The nucleoplasm region is more or less central (Figs. 2, 3) and fingering 
throught the whole cell, since in the thin sections fibrils and carboxisomes can be seen 
everywhere, surrounded by the dense thylakoidal system with the thylakoids arranged 
in small curved or whorled parallel groups. Thiéry (1967) staining reveals the 
polyglucosic nature of the structures (Figs. 9, 10); glycogen granules are isolated 
among the thylakoids or in small groups, whereas different types of membranes, 
thylakoidal, cytoplasmatic, outer layer and the vesicles forming the sheath are 
manifested. Main filament cells (Figs. 1, 3) are larger and rounder than branch cells 
(Figs. 1, 3) and the nucleoplasm region spreads, even near the cytoplasmatic 
membrane. Thylakoids are vacuolized and some cell inclusions (Jensen, 1985) 
increases as do glycogen granules, cyanophycin granules and transparent phosphorous 
reserve spaces. The oblique dividing cells in the main filament have the same internal 
features as the neighbouring cells (Figs. 11 to 13). 

The division figures are transversal in the tip of the branches and more or less 
oblique in the main filament, the little occurrence of the division figures suggests that 
division occurs only in few or one tip cells. The division more or less parallel to the 
main filament (Fig. 11) give T branches or lateral heterocysts. The Y branching begins 
by an oblique division in a cell of the main filament (Fig.12), the division products 
grow and one of them is displaced upwards (Figs. 13 14), and subsequently grows out 
asa branch with the next septum in a plane parallel to the original main filament (Fig. 
15). The other division product at the base does not resume growth althought it helps to 
straighten the branch (Figs. 14, 15), together with the neighbourg contact cell. 
Persistent central regions of septum or "pit connections" were not observed. 

The heterocysts are distributed either in branches (Fig. 16) without clear spa- 
cing pattern or, usually, closed to the neighbouring cell at the base of the branch in the 
main filament (Figs. 11, 14). Independent of the situation of the proheterocyst, when 
developping into a heterocyst the cells modified shape or size only slightly. The diffe- 
rentiation stages begin by the formation of a homogeneous extra wall layer (Lang & 
Fay, 1971; Nierzwicki-Bauer ef al., 1984 a, 1984 b) and the development of necks 
connecting to adjacent cells (Fig. 17) with the peptidoglycan layer traversed by 








Figs. 4-8. Mastigocladopsis repens, TEM micrographs. Fig. 4: Substructure of the sheath and the cell 
wall; note pores (arrow) in the outer layer. Fig. 5: Longitudinal section through a branch filament 
with septum formation. Only the cytoplasmic membrane and the peptidoglican layer are involved. 
Fig. 6: Longitudinal section showing the transverse septum and the sheath with vesicles appearing as 
round profiles. Fig. 7: Splitting of the septum and invagination of the outer membrane. Note plasmo- 
desmata through the septum (arrow) and a semicontinuous unit membrane lamellar sheath (head 
arrows). Fig. 7: Ingrowth of the sheath by outer wall vesicles. 
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Figs. 9-15. Mastigocladopsis repens, TEM micrographs. Figs. 9 and 10: Thiéry dying for polysac- 
charides showing glycogen granules, isolated or in small groups, and vesicles forming the sheath. 
Fig. 11: Longitudinal section. A not mature heterocyst and a division figure, more or less parallel to 
the main filament can be observed. Fig. 12: Longitudinal section showing an oblique division in a 
cell of the main filament, starting point of an Y-branching. Figs. 13-14: The oblique division pro- 
ducts enlarges displacing up one of them. The neighbourg cell (nc) helps in the straighten of the 
branche. Fig, 15: Final aspect of the Y-branching. 


Source : MNHN. Paris 


ULTRASTRUCTURE OF MASTIGOCLADOPSIS REPENS 43 


plasmodesmata (Fig. 18). The homogeneous wall layer (Figs 16 to 19) is a thick 
structure and the most evident layer, first formed around the neck, where it is broader 
and surrounds all the heterocyst. The fibrous wall layer was not observed, possibly 
because it was so close to the sheath that discrimination was impossible. The laminated 
inner layer is the last formed. It begins its development near the neck and continues 
increasing towards the sides (Figs. 17, 20, 21). It is thin and, at least near the neck, 
more electron dense than the other layers. Growth of the heterocyst laminated layer is 
helped by migrating vesicles from the cell wall outer layer (Figs. 20, 21). Heterocyst 
internal differentiation is slowed down and involves gradual lost of granular reserves, 
degradation of carboxisomes and thylakoid wrinkle and damage (Figs. 19 to 21). There 
are no closely packed intracytoplasmic membranes at the poles at any time but 
cyanophycin-like material plugs. The interior of mature heterocyst is rather 
homogeneous and of not high electron density (Figs 14, 16), 


DISCUSSION 


The genus was described by Iyengar & Desikachary (1946) who assigned it to a 
new family Mastigocladopsidaceae. It was later transfered (Anagnostidis & Komarek, 
1990) to the Nostochopsaceae, enlarging the diagnostic features because the reverse 'Y' 
branching is present in Mastigocladopsis and not in the others members of the 
Nostochopsaceae 

The morphological and ultrastructural characteristics of M. repens are consis- 
tent with those of previously described Stigonematales (Thurston & Ingram, 1971; But- 
ler & Allsop, 1972; Rippka et al., 1979; Nierzwicki et al., 1982; Anagnostidis & Koma- 
rek, 1990) and specially with the extensively studied Mastigocladus laminosus Cohn 
(Nierzwicki et al, 1982; Balkwill et al., 1984; Nierzwicki-Bauer et al., 1984). The 
thickness of the sheath and wide peptidoglycan layer are adaptations to water stress 
(Campbell, 1979; Jensen, 1982; Winder, 1991). Living on soil M. repens presents a 
moderate thick sheath and a 'normal' peptidoglycan layer indicating its habitat is not an 
extreme environment. 

The ultrastructure of T lateral branching is basically the same as that described 
for Fischerella ambigua (Thurston & Ingram, 1971) and M. laminosus (Nierzwicki et 
al., 1982; Balkwill et a!., 1984). The formation of Y-branches has not been described at 
the ultrastructural level in Mastigocladus laminosus although it has been reported at the 
optical level (Desikachary, 1959, Plate 128, Figs. 1 to 6). Balkwill et al. (1984) 
reported that diagonal division occurred in the main filament after branch formation 
and neither of the daughter cells divided subsequently, whereas in M. repens one of the 
growing daughters forms the "Y' branche. 

The process of sheath formation by vesicles (Thurston & Ingram, 1971; Butler 
& Allsopp, 1972) is also present in the formation of the heterocyst external layers, The 
ultrastructural changes taking place during heterocyst differentiation in M. laminosus 
were compared by Nierzwicki-Bauer et al., (1984 b) with those in Anabaena ssp., they 
reported differences in the sequence of differentiation and final aspect. The heterocysts 
in M. repens differs from both in lacking closely packed intracytoplasmic membranes. 
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Figs. 16-21. Mastigocladopsis repens, TEM micrographs. Fig. 16: Longitudinal section of a mature 
heterocyst. Fig. 17: Detail of the neck area in longitudinal section. Fig. 18: Detail of the neck area in 
tangencial longitudinal section. Note plasmodesmata, Fig. 19: Detail of morphological characteristics 
of the cytoplasm of an heterocyst and the adjacent vegetative cell. Note cyanophycin-like plug (C) 
and the thick homogeneous extra wall layer. Figs. 20-21. Enlarged sections of the not mature hetero- 
cyst in Fig. 11. Note the vesicles and the forming laminated layer. 


The sequence of differentiation, the thick homogeneous wall layer and the presence of 
the laminated layer are the features shared by M. repens and Anabaena ssp. heterocysts 
(Lang & Fay, 1971; Adams & Carr, 1981), whereas they are the distinction from those 
in М. laminosus (Nierzwicki-Bauer et al., 1984 a, 1984 b). In comparing structures the 
possible effect of different grown medium (Lang et al., 1987) or fixation procedures 
must be borne in mind. Lang & Pay (1971) found that the laminated layer was preser- 
ved well only with a glutaraldehyde-KMnO,, fixation that has neither been used in this 
study nor by others (Nierzwicki-Bauer et al., 1984 a, 1984 b; Couté & Bury, 1988). 
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ABSTRACT. - The occurrence of Alexandrinum minutum Halim (Dinophyceae) in a lagoon of Sicily 
(italy) and its main morphological features are described. This small-sized dinoflagellate, which can 
produce Paralysing Shellfish Poison (PSP), was found for the first time in April 1990 in inshore 
waters of Sicily - communicating with the Straits of Messina - where small-scale shellfish farming is 
practised, The highest cell concentrations were recorded in May 1991 (9x10* cells 1") in the surface 
layer, but no PSP human symptoms were reported. This month, A. minutum cells were widely spread 
throughout the waters and 2% of the algal population was constituted of chains of two cells. 


RÉSUMÉ. - L'apparition d'Alexandrium minutum Halim (Dinophyceae) dans une lagune située en 
Sicile (Italie) et ses principales caractéristiques morphologiques sont décrites. Ce dinoflagellé de 
petite taille, qui peut produire des toxines paralysantes (PSP), a été observé pour la première fois en 
avril 1990 dans une zone littorale de Іа Sicile - communiquant avec le Détroit de Messine - od est 
implantée une petite exploitation de coquillages. Les concentrations cellulaires les plus élevées ont 
été reportées en mai 1991 (9x10* cellules. I en surface, et n'ont donné lieu à aucune observation de 
symptóme paralytiques parmi la population. Durant ce mois, les cellules de A. minutum étaient 
largement répandues dans l'eau et 2% de la population algale était constitué de chaines de deux 
cellules. 


KEY WORDS. - Alexandrium minutum, first report, Ganzirri lagoon, the Straits of Messina. 


INTRODUCTION 


There have been different reports of the occurrence in Italian waters of 
dinoflagellates belonging to Alexandrium genus, previously called "tamarensis/ 
catenella morphogroup of Gonyaulax", both in the Tyrrhenian Sea and the Adriatic Sea 
(see Boni, 1992 for a review). Lesser information can be found, however, in literature 
relative to the presence of this algal genus along the coastline of Sicily (Giacobbe et al., 
1993), In this paper we report for the first time the detection of Alexandrium minutum 
Halim (synonym: A. ibericum Balech, 1985) in a lagoon of Sicily, communicating with 
waters of the Straits of Messina, and describe the main morphological features of our 
specimens. This dinoflagellate, type species of the genus Alexandrium, was first 
reported to produce both red tides and Paralysing Shellfish Poison (PSP) in South 
Australian waters (Hallegraeff et al., 1988). We observed its presence in the lagoon 
during a survey on potentially-toxic microalgae, like Dinophysis spp.; the latter (mainly 
D. sacculus) occur, in fact, in brackish environments of the Tyrrhenian coast (Giacobbe 
& Maimone, 1991; Giacobbe et al., 1992), growing in spring and autumn. 
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MATERIALS AND METHODS 


A monthly sampling cycle was carried out, from April 1990 until December 
1991, for algal monitorings in the lagoon of Ganzirri (Fig. 1), covering about 34 ha; 
this area (maximum depth: 6.5 m) is connected both to the Straits of Messina and to 
another lagoon through two small canals. Illegal, small-scale shellfish farming is 
practised in the area. Algal samples were collected from the surface and near-bed 
waters using both Go-flo General Oceanic bottles and fine-meshed (20 pm) nets; the 
samples were preserved with neutralized formaldehyde to a final concentration of 2% 
and the cell counts were made using the Utermóhl method (1958). 
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Fig. 1 - Map of the Ganzirri Lagoon (Italy) and sampling stations. 


The taxonomic features of Alexandrium Halim were revealed by morphological 
examination, under inverted microscope (Axiovert 35 - Zeiss), of empty thecae present 
in the samples, or by cell isolation and dissection with 795 sodium hypochlorite 
solution. The algal cells were stained with trypan blue according to Taylor (1978). 
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Drawings of the thecal plates were made from the slide projection of the specimens 
photographed. 


MORPHOLOGY OF THE CELL COVERING 


A specific identification was made on the basis of the following morphological 
features: conical hepitheca in ventral view; hypotheca flattened obliquely by sulcus 
(Fig. 2b); globular or oval shape of the whole theca; small size: 16-25 um in length, 19- 
25 um in width (n=30); absence of both spines and evident plate ornamentation, even if 
a heavy reticulation of the hypothecal plates has been reported in specimens from 
coastal waters of the Tyrrhenian Sea (Montresor et al., 1990). The plate formula was 
found to be Po, 4', 6", 6C, 8S, 5", 2"" as shown, in part, in Figure 3 (a-d); this 
tabulation does not include, however, the 1 or 2 possible accessory sulcal platelets, 
which are reported to be very small in size (< 1pm) in this species (Balech, 1989). The 
epitheca of the specimens selected has a rather rhomboidal 1' plat (Fig. 2c); the latter 
has a ventral pore in its right anterior side and a direct connection to the apical pore 
plate (Po) which is rather drop shaped or triangular (Figs. 2d, 3a/c). The 6" precingular 
plate is narrow, with a slightly concave left back edge (Figs. 2c, 3a). Growth bands 
between the adjacent plates can be seen in some specimens. 





Fig. 2 - Light micrographs of Alexandrium minutum specimens from the Ganzirri Lagoon. (a) A pair 
of cells after disconnection; (b) single cell with antapical margin flattened obliquely; (c) view of the 
epitheca showing the 1' and 6" plates; (d) connections of Po with the apical plates; (e) empty theca 
with some visible sulcal plates. Scale bars = 10 um. 


The cingulum is deeply excavated, left-handed, and displaced of one cingular 
width. The hypotheca has the first postcingular plate (1") pointed by anterior sulcal 
plate (S.a.). The sulcus is large (Fig. 2e), with small lists and eight quite visible sulcal 
plates (Fig. 3d); among these, the anterior one (S.a.) is equal in length and width, so 
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differing from that of A. lusitanicum Balech, a similar species occurring in the Adriatic 
Sea (Honsell et al., 1992). The posterior sulcal plate (S.p.) - greater in width than 
length - has an indentation of the right anterior margin, as also observed by Balech 
(1989) in specimens selected from Alexandria Harbour - Egypt, the type-locality. 
Neither anterior nor posterior attachment pores were observed. 


a b 





Fig. 3 - A. minutum thecal plates. (a) Apical view; (b) antapical view; (c) epitheca with triangular Po 
plate; (d) hypotheca and sulcal plates. S.a. — anterior sulcal plate; S.p. — posterior sulcal plate. 


SEASONAL DISTRIBUTION 


Peaks of A. minutum concentrations occurred in the surface waters of the lagoon 
in April/May and August. This species was found in low densities, also in other periods 
of the year (July, November and December), as resulted both from the bottle and net 
sample analyses; the latter revealed, however, the only presence of larger-size forms 
since the smaller ones could not caught by our nets. 

In May 1991 A. minutum cells were widely spread throughout the waters, with 
maximum concentrations of 90 000 cells I in the narrowest part of the area (station D, 
surface layer); the water temperature and salinity were 21°C and 30%, respectively. 
During this month, 2% of A. minutum natural population was found forming chains of 
two cells (Fig. 2a), as was infrequently observed also by Hallegraeff (1988) in South- 
Australian waters. Our specimens forming two-celled chains, broke loose as soon as the 
samples were slightly shaken. It seems, actually, this species has unusual chain 
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forming, as was observed along the French Atlantic coast, where high cell amounts can 
be found in summer (Lassus & Bardouil, 1988); chain-formation was not described 
either by Zaghloul & Halim (1992) in Egyptian shallow waters were non-toxic red tides 
- due to outbreaks of A. minutum - reappear every year in May. 


CONCLUSIONS 


Although no red-discolourations of the eutrophicated waters of the Ganzirri 
Lagoon are observed, fish mortality has sometimes been reported (Magazzü et al., 
1991). Further studies, therefore, will have to be made to check the possible presence of 
indigenous A. minutum populations in the waters, of sediment resting cysts and the 
production of neurotoxins (mainly gonyautoxins) by our specimens. 
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STUDIES OF MARINE EPIPHYTIC ALGAE, CALVI, CORSICA. 
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ABSTRACT - Variations in the populations of Bangiophyceae (Rhodophyta) epiphytic on 
Cladophora prolifera and Stypocaulon scoparium were monitored qualitatively and quantitatively 
for two years (1981/82 and 1987/88) in nine stations with constrasting water quality in the area of 
Calvi (Corsica). The development of Chroodactylon ornatum was temperature dependent and 
showed its maximum density during the summer. The development of the other Bangiophyceae 
(Enythrocladia irregularis, Erythrotrichia carnea, Goniotrichum alsidii, G. cornu-cervi) was 
correlated to the water quality in that their density increased towards the sewage discharge near to the 
town of Calvi, A general increase in epiphytism by Bangiophyceae between 1981 and 1988 seems to 
indicate an increased degree of eutrophication in the bay of Calvi. 


RÉSUMÉ - Les variations des populations de Bangiophycées (Rhodophyta) épiphytiques sur 
Cladophora prolifera et Stypocaulon scoparium ont été étudiées quantitativement et qualitativement 
pendant deux ans (1981/1982 et 1987/88) dans neuf stations près de Calvi (Corse). Le 
développement de Chroodactylon ornatum dépendait de la température et l'algue montrait une 
présence maximale en été. Le développement des autres Bangiophycées (Erythrocladia irregularis, 
Enythrotrichia carnea, Goniotrichum alsidii, G. cornu-cervi) était lié à la qualité de l'eau et leur 
densité diminuait A partir de l'égout près de la ville de Calvi. Une augmentation générale de 
l'épiphytisme par les Bangiophycées entre 1981 et 1988 semble indiquer un degré d'eutrophisation 
accrue dans la baie de Calvi. 


KEY WORDS: Bangiophyceae, eutrophication, bioindicator, Corsica. 


INTRODUCTION 


Little is known about the ecology of marine microscopic Bangiophyceae 
(Rhodophyta). However, under certain circumstances they are so abundant, that their 
role in benthic ecosystems must be far from negligible. Belsher (1974) showed that un- 
der certain conditions, Bangiophyceae (especially the genus Erythrotrichia Areschoug) 
can constitute up to 20% of the coverage formed by benthic algae. He furthermore re- 
vealed an increasing importance of Bangiophyceae when approaching a seawage 
discharge, indicating that these microscopic algae could be used as bioindicators for 
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pollution. The present contribution reports changes in the populations of Bangiophy- 
ceae growing on the phorophytes Stypocaulon scoparium (L.) Kütz. [Halopteris scopa- 
ría (L.) Sauv.] and Cladophora prolifera (Roth) Kütz. in the region of Calvi (Corsica) 
during two yearly cycles (1981/1982 and 1987/88). The demography and ecology of the 
different taxa of epiphytic Bangiophyceae is described for the 1987/88 study period. 


MATERIALS AND METHODS 
Sampling sites 


The specimens of the phorophytes were collected by SCUBA diving in 
1981/82 (July, September, December, March) and in 1987/88 (September, December, 
March, July). The algae were collected at a depth of 5 m (Stypocaulon) and of 1.5 m 
(Cladophora) in the following stations in the vicinity of Calvi (Fig. 1): "Pointe 
Revellata" (LP): a wave exposed north-east facing station. "Stareso" (ST): a small 
harbour belonging to the field station of the University of Liège, south-east facing, with 
maximum depth of 10 m and which can be very turbulent during the winter. Since 
occupation of the station is minimal at this time of the year, sewage from the station, 
which discharges into the harbour, has a limited impact at this time. In summer there is 























Fig. 1 - Locations of the sampling stations (*) in the study area (vicinity of Calvi). 
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some pollution (domestic and laboratory effluents) due to limited water movement and 
maximal occupation of the station. In the 1981/82 study period, epiphytic Bangio- 
phyceae were not sampled on Stypocaulon scoparium in the harbour of Stareso. "Pointe 
Oscelluccia" (OS): protected, east facing station, a small seasonal stream discharges 
near the station, "Alga" (AL): a calm and thermophilic, north-west facing station, a 
small, seasonal stream discharges near the station. The thermophilic character of the 
station is indicated by the presence of Anadyomene stellata (Wulfen) C. Ag. and 
Digenea simplex (Wulfen) C. Ag. "Bibliotheque" (BI: a wave exposed, north-east fa- 
cing station. "Egout" (EG): a north-west facing, wave exposed station; a discharge area 
for the sewage of the town of Calvi with about 3,000 inhabitants. The population can 
increase to 25,000 in summer causing great seasonal variations in the sewage discharge. 
"Citadelle" (CI): a wave exposed, north-west facing station. "Ferry harbour" (PCO): a 
well-protected harbour with a wide entry that guarantees an efficient mixing with the 
water from the open sea. No sewer directly discharges into this harbour, which proba- 
bly only suffers minor pollution arriving from the adjacent Fishermen's harbour. Mud, 
placed in suspension by the traffic of large boats, covers the algae. The maximum 
depths is 12 m. "Fishermen's harbour" (PPE): a small, calm, 2 m deep harbour. Algae 
are rather scarce. It receives occasional discharges from a minor city sewer, and some 
pollution diffuses into it from the adjacent yatch harbour which in summer is densely 
populated. 

Phosphorus concentrations are similar in all the stations around the bay in both 
spring and winter. In summer however, two different situations are observed: on the 
one hand the "Egout" with a continuous, high nutrient input through the sewage 
discharge due to the increased tourist population in the town of Calvi and on the other 
hand the other stations around the bay with phosphorus concentrations below the limits 
of detection. 

Reactive phosphorus was determined according to Strickland & Parsons (1965) 
(limit of detection: 0.2 ug-P I?) in samples taken at a depth of 1 m in 1981 and 1982. In 
December, phosphorus concentrations vary in the open sea stations between 4.5 and 8.0 
ug-P El, with a maximum of 13.8 ug-P I! at the "Egout". In March and in June, the 
concentrations were below the limit of detection, except at the "Egout", where a 
maximum concentration of 47.4 ug-P I! was measured in June. In the harbours, the 
concentrations varied in December between 6.0 (Stareso) and 7.6 ug-P 1! (Ferry har- 
bour); in March and in June, they were below 1.0 ug-PH, 

To monitor the sewage contamination, coliform counts were made at a depth of 
1 m in May and June 1982, in September 1987, and in March 1988. This was done in 
triplicate by the standard total coliform membrane filter colimetry (Greenberg et al., 
1980) with the Tergitol-7-agar medium (Merck). In spring, only 10 to 20 colonies I! 
are recorded in the open sea stations, except at the "Egout" where up to 300 colonies I! 
are counted. In summer, colony numbers varied between 10 and 50 1 at the non 
polluted stations "Pointe", "Oscelluccia" and "Alga", The maximum colony number 
was reached at the "Egout" with over 10.000 colonies 1000 I". At the neighbouring 
stations of the "Egout" ("Bibliotheque", "Citadelle"") up to 400 colonies 1! were 
counted, In Stareso only 10 to 20 colonies I! and zero to three at the Ferry harbour 
were counted in May. In June the colony numbers increased to 550-900 І" at Stareso, 
where occupation had risen, but remained only five to twelve in the Ferry harbour. The 
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coliform countings showed that the "Egout" and the surrounding stations 
"Bibliothèque" and "Citadelle" were most influenced by the sewage discharge, 
especially in summer. A variable, slight contamination, depending on the occupation of 
the Biological Station, was also observed in Stareso. These two parameters (coliform 
contamination and phosphorus concentration) clearly indicate that the "Egout" and the 
surrounding stations are the most polluted and those with the highest nutrient 
concentrations; this contrast is especially evident during the summer period. 


Choice of phorophytes 


The phorophytes studied were the green alga Cladophora prolifera, which is a 
pollution-tolerant species (Van den Hoek, 1963; Schramm & Booth, 1981), present in 
the harbours, but absent or only rarely encountered in the open water stations and Sty- 
pocaulon scoparium, a widespread species in the Calvi area in open waters and which is 
also present in the harbour of Stareso. 


Methods of observation 


The total number of individuals of Bangiophyceae was counted by using the 
sampling units as defined by Wilmotte ef al. (1988), i.e. the upper surface of the first 6 
mm (starting from the apex) of 45 shoots for Cladophora (average surface 1.2 mm?) 
and the upper surface of the first millimeter of the apex of 20 secondary ramifications 
for Stypocaulon (average surface 0.1 mm?). Counts were made using a 40 x objective 
on fresh material or on material preserved in 4% formaldehyde in sea water. 


Taxonomic categories 


In the Calvi area, five genera of epiphytic Bangiophyceae, i.e. Bangia Lyngb., 
Chroodactylon Hansg., Erythrocladia Rosenv., Erythrotrichia Areschoug and Stylo- 
nema Reinsch are encountered. Bangia is very rare and was not recorded during our 
study. The genus Chroodactylon is represented by one species, C. ornatum (C. Ag.) 
Drew et Ross, and the genus Stylonema by two species, 5. alsidii (Zanard.) Drew and S. 
cornu-cervi Reinsch. Whereas these taxa are well defined, this is not the case for the 
genera Erythrocladia and Erythrotrichia (e.g. Dangeard, 1932, 1968, 1969; Heerebout, 
1968; Nichols & Lissant, 1967; Kornmann, 1984, 1989; Kornmann & Sahling, 1985). 
Given the intermediates observed in nature and the variations recorded in culture, it is 
considered that all the Erythrotrichia collected are better referred to a single variable. 
species, E. carnea (Dillw.) J. Ag., as done by Heerebout (1968), rather than to several 
species following Dangeard. It is interesting that high light intensities and high nutrient 
levels seem to promote a pluriseriate condition (Lamproye & Demoulin, 1985). For 
Erythrocladia we follow again the species concept of Heerebout (1968) and retain a 
single species E. irregularis Rosenv. 
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RESULTS 


Chroodactylon ornatum (C. Ag.) Drew et Ross (Fig. 2) 


C. ornatum was the less common epiphytic Bangiophyceae in the Calvi area. 
The species, almost absent during winter and spring, was more abundant in summer 
when it could constitute up to 10096 of the epiphytic Bangiophyceae (e.g. "Alga", July 
1988). On Stypocaulon, in the open ocean stations, the species had its optimal deve- 
lopment at "Oscelluccia" and "Alga", two protected stations in the centre of the bay. 
The highest density recorded was 7.4 ind. mm? at "Alga" in September. This taxon 
seemed not to be favoured in the stations with the highest nutrient concentrations 
("Egout" and neighbouring stations). On Cladophora in Stareso and in the Ferry har- 
bour it was present at very low density and only in the summer; in the Fishremen's har- 
bour it was not observed. 


FX UR 
В 
n - 
| = 
| 
1 | | 21 
| n || | 
| 
| 


al 
is м LÍ | 


lo sr 5 А ві si Po PRL 


Fig. 2 - Densities of Chroodactylon ornatum in 1987/88 on Stypocaulon (left) and Cladophora 
(right). 

LP: Pointe Revellata; ST: STARESO; OS: Oscelluccia; AL: Alga; BI: Bibliothèque; EG: Ерош; СІ: 
Citadelle; PCO: Ferry harbour; PPE: Fishermen's harbour. M September 1987; F5 December 1987Я 
March 1988; Q July 1988. N.R.: not recorded. 





Erythrocladia irregularis Rosenvinge (Fig. 3) 


Erythrocladia was equally well developed on Stypocaulon and Cladophora. On 
Stypocaulon, the species was only present in the spring and winter seasons, except at 
"Egout" where it was recorded in September and "Bibliothèque" where it was present in 
Tuly at low densities. The highest density observed was 10.7 ind. mm? at "Egout" in 
March. On Cladophora in the harbours, it was recorded during all sampling periods. In 
Stareso, the density was rather uniform with a slight peak in September. In the Ferry 
and Fishermen's harbours, the largest number of individuals was observed in Decembre. 
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Fig. 3 - Densities of Erythrocladia irregularis in 1987/88 on Stypocaulon (left) and Cladophora 
(right). 


Erytrotrichia carnea (Dillw.) J. Ag. (Fig. 4) 


Erythrotrichia carnea was one of the most important epiphytic Bangiophyceae 
in the Calvi area. On an average, the number of E. carnea individuals was larger at 
"Egout" and the neighbouring stations "Bibliothèque" and "Citadelle" than in the other 
stations around the bay. On Stypocaulon, it was present in all the stations in September 
with a clear maximum at "Egout" and "Citadelle" where a maximum of 18.2 ind. mm? 
was recorded. In December, the lowest density was recorded and the species was absent 
at "Pointe" and in Stareso; the maximum was observed at "Egout". In March, it was 
uniformly present in all the stations along the bay. In July, it was absent in most of the 
stations and was only present at "Bibliotheque", "Egout" and "Citadelle". On 
Cladophora in the harbours, E. carnea was only poorly developed in Stareso and the 
Fishermen's harbour. It was present during all sampling periods in the Ferry harbour 
where it had its maximum density in spring and in winter. 
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Fig. 4 - Densities of Erythrotrichia carnea іп 1987/88 оп Stypocaulon (left) and Cladophora (right). 
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Stylonema alsidii (Zanard.) Drew (Fig. 5) 


S. alsidii was better developed on Stypocaulon than on Cladophora where it is 
only rarely recorded. On Stypocaulon, S. alsidii had its maximal development in Sep- 
tember, when it was present in all the stations and when the highest density was recor- 
ded ("Citadelle": 17.4 ind. mm?). In December, it was generally less common than in 
September; the highest densities were recorded at "Egout" and "Citadelle". In March, 
the population densities of the species were rather uniform along the bay, except at 
"Alga" where a clear maximum was observed. In July, the species was only present at 
"Egout" and at he neighbouring stations "Bibliothèque" and "Citadelle", where it had its 
maximal development. On Cladophora in the harbours, it was present in very low num- 
bers in September and March in Stareso; in the Ferry harbour, it was present all the 
year round with a maximum observed in March. In the Fishermen's harbour the maxi- 
mum development was recorded in July. 
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Fig. 5 - Densities of Stylonema alsidii in 1987/88 on Stypocaulon (left) and Cladophora (right). 


Stylonema cornu-cervi Reinsch (Fig. 6) 


With Chroodactylon ornatum, S. cornu-cervi was one of the rarest epiphytic 
Bangiophyceae in the Calvi area; it was especially poorly represented on Cladophora. 
Its optimal development is observed at "Egout" and the neighbouring stations 
"Bibliotheque" and "Citadelle". On Stypocaulon it was present in September only at 
"Citadelle" and "Egout" where the highest density with 20 ind. mm? was observed. In 
December, it was absent at "Pointe" and "Oscelluccia" and the highest densities were 
observed at "Egout" and "Citadelle". In March, it was not recorded in "Oscelluccia" and 
"Alga"; the best development was observed at the "Egout" and the neighbouring sta- 
tions "Bibliothèque" and "Citadelle". In July, the species was only observed at "Egout" 
and "Bibliothèque". On Cladophora in the harbours, it was best represented in Septem- 
ber and absent in July in Stareso; in the Ferry harbour, it was present at all sampling 
periods and had its best development in spring and winter, in the Fishermen's harbour it 
was only recorded in July. 
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Fig. 6 - Densities of Stylonema cornu-cervi in 1987/88 on Stypocaulon (left) and Cladophora (right). 


DISCUSSION 


In the Calvi area, Erythrotrichia carnea, followed by Stylonema alsidii and 
Erythrocladia irregularis are the most important representatives of the epiphytic Ban- 
giophyceae. Slylonema cornu-cervi and Chroodactylon ornatum are only rarely present 
in larger amounts. 

The populations of epiphytic Bangiophyceae undergo great changes in time and 
in space in region of Calvi. In spring, due to the upwelling of deep waters and its sub- 
sequent mixing, the nutrient concentrations are almost the same all along the bay, fur- 
thermore the discharge of sewage is at its minimum. In summer, especially at the end 
of summer, the nutrients are depleted in the ocean waters except in the stations near to 
the town of Calvi, particularly near the sewage discharge. Thus two different situations 
can be distinguished: in spring the stations have similar, high nutrient levels; in sum- 
mer the non polluted sites nutrients contrast with the polluted sites near "Egout" which 
receive a continuous imput of nutrients. It was therefore interesting to compare the de- 
velopment of the Bangiophyceae in spring and in summer. 

Figs 7 and 8 show the development of the genera Erythrocladia, Erythrotrichia 
and Stylonema in March and in September during the two study cycles. To better show 
the influence of the nutrients on the development of the Bangiophyceae, Chroodactylon 
was not considered for these figures, as the limiting factor for the development of C. 
ornatum seems to be the temperature and not the nutrients. 

On Stypocaulon, the density of the considered Bangiophyceae was uniform in 
all the stations in spring 1982 and 1988 (except at "Oscelluccia" with a rather low 
density in 1988). In September 1981 and 1987, large differences were recorded between 
the stations and two groups can be distinguished: from the "Pointe" to the 
"Bibliothèque", the density is low and lower or comparable to the situation observed in 
spring; at the "Egout" and at the "Citadelle", the density is higher than in the other 
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stations and is higher than in spring. The density at the "Egout" is about five times the 
density observed at the "Pointe". This general pattern was particularly pronounced in 
1981, but was reproduced in 1987. 
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Fig. 7 - Total densities of the Bangiophyceae (-Chroodactylon) in September 1981 (B) and March 
1982 (HD. 
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Fig. 8 - Total densities of the Bangiophyceae (-Chroodactylon) in September 1987 (MM) and March 
1988 (D. 


These results indicate that the development of most of the epiphytic Bangiophy- 
ceae is favoured by the presence of high nutrient concentrations in the seawater. In 
summer when the major nutrient are depleted in the surface waters of the open ocean, 
they only have high densities near the sewage discharge station. These results confirm 
the observations by Belsher (1974) who showed that the importance of the Bangiophy- 
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ceae increases when approaching a sewage discharge (Bangiophycean gradient). These 
microorganisms could thus be used as an indicator group for eutrophication studies. 

In comparing Figs. 7 and 8, an increase in the number of Bangiophyceae since 
1981, in all the stations except "Oscelluccia" in March, can be observed. The fact that 
the density of Bangiophyceae is increasing with increasing nutrient supply, the pro- 
gression of the Bangiophyceae in almost all the stations since 1981 may indicate an in- 
creased degree of eutrophication in the bay of Calvi; this development seems to parallel 
a decrease in the vegetation cover of Cystoseira (Hoffmann et al., 1988) in the same 
area. 

The density of Bangiophyceae is generally lower on Cladophora than on Stypo- 
caulon; this is especially the case for Stylonema, S. cornu-cervi, and Chroodactylon or- 
natum which are virtually absent on this green alga. For the development of Erythro- 
cladia irregularis and Erythrotrichia carnea, no clear trend can be observed. Thus Ery- 
throcladia irregularis is almost absent in the Fishermen's harbour, but is well Tepresen- 
ted in Stareso and the Ferry harbour where it shows a maximal development in Decem- 
ber (Fig. 3). On the other hand, Erythrotrichia has low densities in the harbours of 
Stareso and of the Fishermen, whereas it is well represented in the Ferry harbour, espe- 
cially in spring (Fig. 4). In contrast to the epiphytic Cyanophyceae (Wilmote & De- 
moulin, 1988), the Bangiophyceae growing on Cladophora in the harbours do not 
permit to reveal any trend, 
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RÉSUMÉ. - Des recherches sur la possibilité de conserver dans l'azote liquide les filaments de 
conchocelis ont été réalisées à partir de l'algue rouge Porphyra linearis Greville. Deux cryoprotec- 
teurs ont été utilisés, l'un pénétrant dans la cellule: le diméthylsulfoxyde (DMSO), l'autre non ou peu 
pénétrant: le saccharose. Les résultats ont été similaires. L'intégrité cellulaire a été déterminée en 
mesurant l'activité estérase de la membrane plasmique par le test à la fluorescéine diacétate (FDA) 
Aucune survie n'est obtenue sans emploi de cryoprotecteur. La technique mise au point permet une 
survie de 70%, suffisante pour la conservation de la souche aprés une période de récupération de 14 
à 21 jours, nécessaire à la cellule pour retrouver un métabolisme normal. 


ABSTRACT. - The feasibility of preserving the conchocelis phase in liquid nitrogen has been 
investigated in the red alga Porphyra linearis Greville using two cryopropective agents which gave 
similar results: dimethyl sulfoxide (cell-penetrating) and sucrose (non penetrating). Cell viability was 
assayed by fluorescein diacetate determination of esterase activity. No survival was obtained without 
cryoprotective agent. A survival rate of 70% was obtained. It is sufficient to recreate the initial 
colony. Cells showed normal metabolism after a 14 to 21 days recovery period. 


MOTS-CLÉS. - Algue, cryoconservation, conchocelis, Porphyra linearis 


INTRODUCTION 


Le genre Porphyra comprend des espèces qui font partie des algues alimentaires 
les plus consommées en Extrême-Orient car elles présentent un taux élevé de protéines 
Gusqu'à 43% du poids de matière sèche), un faible pourcentage de lipides (2%) ainsi 
qu'une forte teneur en sels minéraux et en vitamines (Kazutosi et al., 1987). Un marché 
de ce type d'algues se développant en Occident, il est envisagé de cultiver sur les côtes 
bretonnes l'espèce Porphyra linearis Greville qui, par sa forme lancéolée, et son cram- 
pon fortement excentré, paraît être la mieux adaptée aux techniques de culture actuelle. 
L'objectif ne pourra étre atteint que si on parvient à disposer en permanence de fila- 
ments de conchocelis pour réaliser les ensemencements. Le conchocelis est le stade 
microscopique du Porphyra; il est à l'heure actuelle cultivé en laboratoire. 

Ces filaments sont conservés en "free-living" (Perez et al., 1992), c'est-à-dire en 
suspension, ce qui les expose à des contaminations par des agents pathogénes ou com- 
pétiteurs et à des taux plus faibles de formations de conchospores. Ces inconvénients 
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pourraient étre évités si, au lieu de garder les conchocelis en "free living", nous parve- 
nions à les conserver dans l'azote liquide tout en maintenant intactes leurs capacités à 
produire des conchospores. 

Des essais réussis de cryoconservation ont porté sur l'algue Undaria pinnatifida 
au stade gamétophytes et spores (Arbault er al., 1990; Renard et al., 1992) et de nom- 
breux travaux ont été réalisés sur les microalgues (Ben Amotz & Gilboa, 1980a et b). 

Nous décrivons ici les expériences que nous avons menées dans cette optique et 
qui nous conduiront à proposer une méthode de cryoconservation efficace. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 


Le développement complet de l'algue Porphyra linearis (Fig. 1) comporte l'al- 
ternance de deux générations morphologiquement différentes: le thalle macroscopique 
haploide, se présente sous la forme d'une lame allongée et lobée sur son pourtour. A 
maturité, il produit des gamétes dont la fusion engendre des zygotes. Ces derniers se 
développent sur le thalle femelle, se divisent en éléments unicellulaires, les carpospores 
qui sont émises dans le milieu. La carpospore germe en un filament microscopique uni- 
sérié, finement ramifié, appelé conchocelis, qui représente la phase diploide. Au terme 
de son évolution, le conchocelis génère des sporocystes dans lesquels se différencient 
après réduction chromatique! des cellules appelées conchospores. Celles-ci sont émi- 
ses dans le milieu marin et germent après s'être fixées en plantules haploïdes. 

Au laboratoire, les filaments de conchocelis obtenus à partir de carpospores sont 
conservés dans des ballons et maintenus en suspension au moyen d'un bullage dans un 
milieu nutritif, ESP Provasoli (1957), à une température comprise entre 15 et 20°C et 
sous un éclairement de 40 à 50 yrmol.m? s^ jusqu'au moment de leur utilisation. 

Préparation des échantillons - Quatre ml de la suspension de conchocelis sont 
placés dans des tubes cryobiologiques (Poly Labo, Strasbourg). Ceux-ci sont centrifu- 
gés à 500 tours min ‘! pendant 5 minutes, puis le surnageant est éliminé. 

Deux types de témoins sont préparés: le premier est constitué par du matériel 
issu directement de culture à 20°C, le second par des filaments ayant été congelés sans 
cryoprotecteur puis remis en culture. 

Des tests préalables (fig. 2 a et b) ont permis de sélectionner les cryoprotecteurs 
les moins agressifs vis-à-vis de la cellule de conchocelis et de déterminer la concentra- 
tion, la température, la méthode d'utilisation et le temps d'imprégnation qui sont les 
plus efficaces. 

Le choix s'est porté sur deux cryoprotecteurs: 

- le Diméthylsulfoxyde (DMSO) en solution en eau de mer à 15%; ce cryopro- 
tecteur pénètre dans la cellule. Le DMSO est ajouté progressivement à raison de 0,2 ml 
toutes les 6 minutes et ceci pendant une heure (Dereuddre et al., 1986). A chaque ajout, 
les filaments de conchocelis sont remis en suspension; 





Ча place de la réduction chromatique n'a pas été définie avec certitude. Elle pourrait s'effectuer en 
deux temps: la première étape au sein du sporocyste, la deuxième étape au moment de la germination 
de la conchospore. 
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Figure 1: Cycle de reproduction de Porphyra sp. 





- le saccharose en solution en eau de mer à 10%; ce cryoprotecteur ne pénètre 
pas ou peu dans la cellule, il est mélangé en une seule fois au culot de conchocelis, 

L'imprégnation est effectuée à température ambiante, autour de 20°C. 

Congélation - Les échantillons sont alors placés dans la chambre de refroidis- 
sement d'un congélateur programmable (Minicool, LC40, Air liquide, Sassenage). Ils 
sont refroidis jusqu'à -196°C en deux étapes selon le protocole préconisé par Gilboa & 
Ben Amotz (1980 a, b) et Dereuddre et al., (1986). La première phase amène progressi- 
vement les échantillons jusqu'à la température de -40°С à une vitesse de 5°С min}; la 
deuxième consiste à passer de -40°C à -196°C en les plongeant directement dans l'azote 
liquide, pendant 15 à 20 minutes, les tubes sortant du Minicool. Ils sont ensuite dispo- 
sés au-dessus des vapeurs d'azote dans un réservoir de stockage jusqu'à la décongéla- 
tion. 

Décongélation - A la sortie des vapeurs d'azote, les tubes sont plongés pendant 
30 secondes dans un bain-marie à 40°C et agités pour accélérer les échanges thermiques 
(Renard, 1989). Le contenu de chacun est versé dans un tube de 50 ml. On incorpore 
alors 0,4 ml d'eau de mer stérile toutes les 6 minutes pendant une heure pour diluer 
progressivement le cryoprotecteur sans provoquer de choc osmotique. De l'eau de mer 
stérile est ensuite ajoutée jusqu'à l'obtention d'un volume de 50 ml. Au bout d'une 
heure, les tubes sont centrifugés à 3500 tours min’! pendant 5 minutes puis le surna- 
geant éliminé. Le culot de conchocelis est transféré dans un ballon de 500 ml contenant 
de l'eau de mer stérile. 


Source : MNHN, Paris 


68 


fluorescence 


fluorescence 


S. ARBAULT et G. DELANOUE 









































гэ х 10% 15% 20% 25% 


concentration des cryoprotecteurs 


























l heure 2 heures 3 heures. 4 heures 


temps d'imprégnation 


Source : MNHN, Paris 


CRYOCONSERVATION DU CONCHOCELIS DE PORPHYRA LINEARIS 69 


Remise en culture - Les ballons sont stockés sans bullage dans une armoire de 
culture sous une faible intensité lumineuse (2 1 mol.m? s:1), appliquée en continu, et à 
une température de 20°C. Le milieu de culture est changé chaque semaine pour élimi- 
ner toute trace du cryoprotecteur, Au bout d'une vingtaine de jours, on augmente l'in- 
tensité lumineuse jusqu'à atteindre 50 jimol m? s? Les ensemencements sur coquille 
deviennent alors possibles. 

Estimation de la survie cellulaire - Pour vérifier l'état des filaments, deux 
méthodes ont été utilisées. La première consiste à suivre le développement du concho- 
celis en culture par observation microscopique, la seconde a recours à la colorimétrie 
Gilbert (1990) a montré que le marqueur FDA (fluorescéine diacétate) est nettement 
plus efficace sur les algues que les marqueurs colorimétriques tels que le diméthylthia- 
zol - diphényltétrazolium bromide - (Cigma Chemical Company M-2128 (MTT)) ou le 
rouge neutre. De plus, le FDA, molécule apolaire et non fluorescente, est hydrolysé à 
l'intérieur des cellules par une activité estérase non spécifique. Le produit de cette dé- 
gradation est la fluorescéine, fluorescente et polaire. Cette fluorescence est le reflet me- 
surable de l'activité métabolique. L'utilisation d'un lecteur de microplaque (Fluoroskan 
II, Labsystems) apporte une grande rapidité d'exécution, une excellente réplicabilité; il 
permet en outre de suivre un grand nombre d'échantillons. Le protocole de marquage 
consiste à placer en incubation pendant 3 heures 250 yl de suspension cellulaire asso- 
ciés à 10 pl de solution de FDA. Ceci est réalisé dans des plaques en propylène transpa- 
rent comportant 96 puits de 400 ul. Les mesures sont effectuées juste après la décongé- 
lation puis 24 h, 48 h, 3 j, 6 j, 12 j, 14 j... et 72 j aprés celle-ci. 


RÉSULTATS 


La comparaison entre, d'une part, le comportement des filaments cultivés en 
boîtes de Petri et, d'autre part, l'intensité de la fluorescence estérasique à laquelle il cor- 
respond, a permis de déterminer des degrés de fluorescence. 

On a pu ainsi identifier pour Porphyra linearis (fig. 3), trois niveaux: 

1) une fluorescence inférieure 4 1000 signifie que les cellules sont en mauvais 
état et vont mourrir à plus ou moins longue échéance si elles sont manipulées juste 
après la décongélation, 2) une fluorescence comprise entre 1000 et 2000 révèle que les 
conchocelis se trouvent dans une phase délicate de récupération métabolique, 3) une 
fluorescence entre 2000 et 3500 fournit la certitude que les cellules sont revenues, où 
sont sur le point de revenir, à un métabolisme normal; leur survie est assurée. 

Le graphique (fig. 4 a et b) met en évidence le rôle indispensable du cryoprotec- 
teur. En effet, les échantillons témoins congelés sans cryoprotecteur donnent après dé- 
congélation une fluorescence en-dessous du seuil de survie, Cette intensité de fluores- 


Figure 2 - а- Détermination de l'effet de Іа toxicité des cryoprotecteurs pénétrant dans les cellules 
(glycérol, DMSO, ethyléneglycol, propanediol) 21 jours après la décongélation, pour un même temps 
d'imprégnation (1 heure). 

b- Détermination de la toxicité d'un cryoprotecteur non pénétrant dans les cellules en fonc- 
tion de son temps d'imprégnation: le saccharose. 
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cence diminue avec le temps. Les filaments passent du rouge au brun-vert puis au blanc 
аргёз la mort cellulaire. 


Intensité de la fluorescence estérasique 
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Figure 3: Evolution de l'intensité de fluorescence du conchocelis aprés sa décongélation. 


Pour les cellules imprégnées par le DMSO 15%, la fluorescence mesurée juste 
aprés la décongélation est certes inférieure à 1000 mais elle augmente progressivement 
pour dépasser le seuil de survie vers le 7ème jour. On obtient un résultat identique 
lorsqu'on utilise comme cryoprotecteur (non pénétrant), le saccharose à 10%. 

Il faut attendre de 14 à 21 jours après la décongélation pour mesurer une fluo- 
rescence supérieure à 2000 indiquant que la culture a retrouvé un métabolisme normal. 
Après ce palier, la baisse de fluorescence est due au confinement, les conchocelis étant 
laissés en culture dans les microplaques de mesure. 


DISCUSSION ET CONCLUSION 


Le protocole que nous avons suivi pour cryoconserver le conchocelis de Por- 
phyra linearis a permis d'obtenir un taux de survie de 70% et la reprise de la multipli- 
cation des filaments en "free-living", Il a été testé avec succès sur d'autres espèces de 
Porphyra: P. yezoensis et P. tenera (Kaas, comm. pers.). Ce taux a été obtenu par 
rapport à l'intensité de fluorescence du témoin non congelé et celle de la culture traitée 
21 jours aprés la décongélation. 

Il faut cependant insister sur l'importance du temps de reprise. Pendant les 
quatorze jours qui suivent la décongélation (fig. 3), les cellules affaiblies par le choc 
thermique ne doivent subir aucun stress (manipulations, agitation forte, intensité lumi- 
neuse, broyage). Toute intervention à ce stade se traduit invariablement par une dégéné- 
rescence des cellules. Elles doivent étre stockées pendant cette période dans de l'eau de 
mer stérile, sans bullage, sous une trés faible intensité lumineuse (2.105 mol m? s?) et 
à 20°C. 
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Figure 4: a- Intensité de fluorescence aprés décongélation, de conchocelis traité par divers cryo- 
protecteurs et non traité. 


b- Intensité de fluorescence durant les jours suivant la décongélation, de conchocelis traité 
ou non par le DMSO. 
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Il est envisagé de suivre le devenir de ce conchocelis qui a été cryoconservé 
jusqu'à la production de conchospores et de plantules pour déceler des modifications 
physiologiques ou génétiques qui pourraient apparaître au niveau de la descendance 
aprés les différents traitements (Augereau ef al., 1986). Ces variations seraient la con- 
séquence de l'introduction de cryoprotecteurs. Il est envisageable de les utiliser à des 
concentrations plus faibles ou d'employer des cryoprotecteurs non pénétrants, d'amélio- 
rer certaines étapes de la cryoconservation: température d'imprégnation, vitesses de 
congélation et de décongélation. 

On notera l'intérét d'utiliser la méthode de fluorescence qui permet de suivre. 
l'activité estérasique et ainsi de mesurer rapidement l'influence de chaque paramétre 
intervenant dans la cryoconservation. 
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ABSTRACT - Species Chara visianii sp. nov. that belongs to the species complex Chara hispida 
Linné is described in the paper. It differs from the others within complex by its morphological and 
ecological characteristics. Also, taxonomic position and status of Chara hispida var. dalmatica 
Visiani have been changed in Chara visianii f. dalmatica (Visiani) J. Blazencic et Randjelovic. 


RÉSUMÉ- Une espèce nouvelle du genre Chara, Chara visianii sp. nov., a été trouvée dans la rivière 
Krka en Croatie. Dans le présent travail, l'analyse comparative des caractères morphologiques et 
écologiques de la nouvelle espèce est donnée. Le changement de position et de statut taxinomique de 
Chara hispida var. dalmatica Visiani en Chara visianii f. dalmatica (Visiani) J. Blazencic et V. 
Randjelovic est proposé. 


KEYWORDS - Chara visianii sp. nov., Chara hispida, Charophyta, fresh-water algae. 


INTRODUCTION 


Investigating the Krka river, between tufa barrier of Roski Slap and Skradinski 
buk (the lake Visovac) at the depth of between 4 and 9 m, we have found an unknown 
species from the genus Chara, associated with Lychnothamnus barbatus (Meyen) v. 
Leonh. At first, we have defined it as Chara hispida var. dalmatica Vis. which has been 
found on the same locality by Visiani (1842). But, after careful and precise 
morphological and ecological analysis, we came to the conclusion that it was about new 
species which we named Chara visianii according to the famous botanist Roberto de 
Visiani, the first who remarked the difference between population of Charophytes 
living in the Krka and the others (Visiani, 1842). 


MATERIAL AND METHODS 
The investigation has been based on specimens collected in the Krka river, pre- 


cisely in the lake Visovac, near by tufa barrier of Skradinski Buk. Sampling of the plant 
material was done with simple and efficaceous devices, hook- and rake-type designed 
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by the authors themselves (Blazencic J, & Blazencic, Z., 1991). Collected plants has 
been conserved immediately in 4% of formaldehyde and included in the collection of 
Institute of Botany and Botanical Garden "Jevremovac" in Belgrade where investigation 
and comparison with the other specimens from the collection has been done, The 
literature data has also been consulted (Migula, 1897; Pascher et al, 1925; Dambska, 
1964; Wood & Imahori, 1964, 1965; Corillion, 1957, 1975; Gollerbach & Krasavina, 
1983), 


DESCRIPTION 


Chara visianii J. Blazencic et V. Randjelovic sp. nov. 


Typus: In aquis fluminis Krka, in stagnis Visovac, prope Cascata Skradinski 
Buk (Croatia), 17 July 1990, J. Blazencic, s.n. (Holotypus: BEOU, Isotypus: BEOU). 

Planta monoecia, incrustata, cauloidus prostratus cum ramis erectis ad 30 cm 
altis. Cauloidus fragilis, (1)1,5-2 mm in diametro. Cauloidis internodiis (excepti api- 
ces) aequalis aut parve longioribus quam phylloidiis. Cortex diplostichus, tylacanthus 
(cellulae primariae corticis parve prominentes). Aciculae solitariae, raro 2-3, centralis 
longior, laterales braeviores, papilliformae. Bistipulata, stipulae aequales, latis 2-3 
pro longioribus. Phylloidi 8-10 per verticillos, recti et patentes, 5-7 articulari. Articuli 
Phylloidorum terminales acorticales bicellulati. Cellulae-bracteae 5, 2 anteriores, 
elongatae, oogoniis aequalis aut brevioribus et 3 posteriores, papilliformae. Bracteolae 
2, 1,5-2,5 mm longae, bracteis anterioribus saltem duplice longioribus. 

Oogonia (750) 900-1150(1300) um longa (excl. coronulae) et (600) 700-780 um 
lata, spirae 12-13. Coronulae (110)130-200 um longae, 220-270(320) um latae in ba- 
sim, cellulae coronularum соппіуепіез. Оозрогае brunneae, 650-790(850) um longae, 
380-440(480) um latae, striae 10, cum exigue conspicuae costae, terminatae in uncis et 
cucumina basalia. Antheridia (350)400-450(480) um in diametro, oogoniis 2-2,5 pro 
brevioribus. 

Plant monoecious, incrusted, cauloid procumbent with erect branches up to 30 
cm high. Cauloid fragile, (1)1.5-2 mm in diameter. Internodes (except apices) equal or 
scarcely longer than phylloids (branchlets). Cortex 2-cort., tylacanthous (primary cells 
of the cortex insignificantly prominent). Spine-cells conspicuous in terminal internodes, 
which are less than 1/4 of diameter of cauloid, inconspicuous or absent in lower inter- 
nodes. Spine-cells solitary, rare numerous (2-3), central longer, lateral short, papilli- 
form, Stipulodes in 2 tiers, equal, 2-3 times as long as wide. Phylloids 8-10 in a whorl, 
straight and patent, of 5-7 segments. Distal segments of phylloids are ecorticate, 2-cel- 
led. Bract-cells 5, anteriors 2, well developed, shorter or equal than oogonia, posteriors 
3, very short, papilliform. Bracteoles 2, 1.5-2.5 mm long, at least 2 times as long as 
anterior bract-cells. 

Oogonia (750)900-1150(1300) нт long (excl. coronula), (600)700-780 pm wi- 
de, convolutions 12-13. Coronula (110)130-200 um high, 220-270(320) um wide at 
base, cells of coronula connivent. Oospores brown, 650-800(850) jm long, 380- 
440(480) um wide, striae of 10 inconspicuous ridges terminating in basal claws or 
cage. Antheridia (350)400-450(480) um in diameter, 2-2.5 times as short as oogonia. 
(Fig. 1) 


Source : MNHN, Paris 
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Fig. 1 - Morphological characteristics of the species Chara visianii J. Blazencic et V. Randjelovic sp. 
nov. A: habit, B: distal segment of branchlet, C: branchlet, D: branchlet node bearing mature 
oogonia, E: segment of cauloid, F: cauloid cross section, G: cauloid node, H: oogonia, I: oospores. 


Source : MNHN, Paris 
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General distribution: Southeastern Europe, Balkan peninsula, Croatia (Fig. 
2A) 
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Fig. 2 - Distribution of Chara visianii J. Blazencic et V. Randjelovic, sp. nov. A: general distribution, 
B: distribution in the Krka river, C: distribution in the lake Visovac. 


Source : MNHN, Paris 
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Local distribution: In the Krka river, not far from tufa barrier of Skradinski 
Buk, in the Visovac lake (Fig. 2B, 2C). 

Habitat: In freshwater community Chareto-Lychnothamnetum barbati V. 
Randj., J. et Z. Blaz. 1993, on the calcareous geological bedock at the depth between 
(46 and 9(11) m (Tab. IIT). 


RESULTS AND DISCUSSION 


On the basis of certain external features (stipulodes in 2 tiers, presence of spine- 
cells, cortex tylacanthous and oospora brown) we have concluded that specimens, col- 
lected in the Visovac lake, belong to the species complex of Chara hispida. According 
to Wood & Imahori (1964, 1965) these species represent different intraspecific forms in 
the scope of the species Ch. hispida, European authors otherwise, each in his own way, 
distinguish following species within species complex: Ch. hispida L., Ch. intermedia A. 
Br., Ch. polyacantha A. Br., Ch. baltica Bruz., Ch. rudis A. Br., Ch. schafneri (A. Br.) 
T.F. Allen, Ch. corfuensis J. Gr. ex Fil. and others (Migula, 1897; Dambska, 1964; 
Corillion, 1975; Gollerbach & Krasavina, 1983). 

Consulting the disposable literature on species complex Ch. hispida and com- 
paring the results of authors’ investigations on species Ch. hispida and Ch. intermedia 
from adjacent but ecologically different localities (Blazencic & Blazencic, 1990) with 
specimens from the lake Visovac, the authors have observed significant differences and 
come to realize that it has been a question of a new species from the genus Chara, 

In the process of determination, species which had spine-cells longer than cau- 
loid diameter (Ch. hispida, Ch. polyacantha, Ch. corfuensis) had to be eliminated at 
first; further on, Ch. intermedia and Ch. rudis were eliminated because of the form of 
coronula which were divergent to flat; finally, the size of reproductive organs was the 
eliminating factor for Ch. schafneri (oogonia 520-580 um long and 315-360 im wide, 
coronula 70-100 um high and 135-142 pm wide in base, oospores 350-470 jm long and 
200-300 um wide and antheridia 250-400 pm in diameter.). 

Beside morphological differences, collected specimens differed from the similar 
species also in ecological regard. Based on these differences the authors have found 
that population of Charophytes from the lake Visovac belongs to well isolated species 
named Chara visianii by the authors. 

Results of comparative morphological and ecological analysis of specimens 
from the lake Visovac and samplings of similar species of Ch. hispida and Ch. inter- 
media from the adjacent localities (Blazencic & Blazencic, 1990: Blazencic et al., 
1990), have been disposed in tables I-III. 

Near by Skradinski Buk at the depth of 1-1.5 m. the authors have collected a 
few specimens of plant of similar characteristics to the new species but with shorter 
internodes and more conspicuous spine-cells. Its morphological characteristics corres- 
pond to the description of Chara hispida var. dalmatica Vis. (Visiani, 1842). That is 
why the authors have changed its taxonomic position and status in Chara visianii f. 
dalmatica (Vis.) J. Blazencic et V. Randjelovic. 


Source : MNHN, Paris. 
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Table I - Comparative morphological characteristics of CA. visianii J. Blaz. et V. Randj., Ch. inter- 
media A. Br. and Ch. hispida L. (reproductive organs). 












































Quantitative characters Ch. visianii Ch. intermedia Ch. hispida 
Length of oogonia (um) 900-1150 860-1100 840-1000 
Width of oogonia (um) 700-780 650-750 600-650 
Number of convolutions 12-13 13-14 13-14 

Length of coronula (um) 130-200 190-230 100-180 
Width of coronula (um) 220-270 310-350 220-330 
Length of oospores (um) 650-790 690-710 670-850 
Width of oospores (um) 380-480 430-460 390-440 
Number of striae 10 12-13 11-12 

Anteridia diameter (um) 350-480 500-580 480-620 





Table II - Description of some morphological features of Ch. visianii J. Blaz. et V. Randj., Ch. inter- 
media A. Br. and Ch. hispida L. 





Characters Ch. visianii Ch. intermedia Ch. hispida 





Spine-cells shorter than 1/4 of|longer than 1/2] longer than diameter of 
diameter of cauloid, 1| diameter of cauloid, 1 | cauloid, numerous, well 
or 2-3, in this way| or 2-3, but all well | developed 

central longer, lateral | developed 











papilliform 

Phylloids straight and patent, | straight and patent, | incurved and connivent, 

(Branchlets) equal or — scarcely| much “shorter  than|much shorter than 
shorter than internodes | internodes internodes 

Bract-cells anteriors equal or | anteriors exceeding | anteriors longer than 
shorter than oogonia, | mature oogonia, poste- | oogonia, posteriors 
posteriors papilliform — | riors short, conical rudimentar 

Bracteoles at least 2 times as long | mostly 2 times as long | mostly 2 times as long 


as anterior bract-cells as anterior bract-cells as anterior bract-cells 





Relatio between | oogonia 2-2.5 times as | oogonia mostly 2 times | oogonia mostly 2 times 


























oogonia and long as antheridia as long as antheridia | as long as antheridia 
antheridia. 
Coronula connivent spreading (divergent), | spreading (divergent), 
rather flat rather flat 
Striae of oospores | with inconspicuous | with prominent ridges | with prominent ridges 
ridges 
CONCLUSION 


On the basis of these facts the authors concluded that they were dealing with a 
new species in the species complex of Chara hispida, Ch. visianii, distributed in 
Croatia in the lake Visovac. However, the authors believe that it may occur widely in 
other parts of the Krka river, on above the tufa barrier of Roski Slap. 


Source : MNHN, Paris 
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Table III - Comparative table of some ecological conditions of habitats within Ch. visianii J. Blaz. et 
V. Randj., Ch. intermedia A. Br. and Ch. hispida L. are found. 






































Ecological conditions Ch. visianii Ch. intermedia Ch. hispida 

Water fresh brackish fresh 

Water depth 49m l4m 12m 

pH 774 7.8 6.6-7 

Plant community Chareto-Lychno- — | Charetum intermediae | Lychnothamnetum 
thamnetum barbati barbati 

Transparenc; 331m 35m to the bottom (1.2 m) 
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CHIN T.G., CHENG ZHAODI, LIN JUNMIN, LIU SHICHENG, 1982 - Marine 
benthic diatoms from China, vol. I. China Ocean Press, Beijing, 323 p. 
Ce volume écrit en chinois signale 445 taxons de diatomées et présente 67 planches de 
microphotographies, 804 figures. 


CHENG ZHAODI, YAHUI GAO, LIU SHICHENG, 1993 - Nanodiatoms from Fujian 
coast. China Ocean Press, Beijing, 91 p. + 34 pl. 
Ce volume (en chinois) étudie 149 taxons et présente 34 planches de 300 microphotos. 
P. Bourrelly 


KRIENITZ L., 1990 - Coccale Grünalgen der MittlerenElbe. Limnologica (Berlin) 21 

(1): 155-231. 

Etude écologique et systématique des Chlorococcales de la région de l'Elbe en Allemagne. 
L'auteur signale 196 espèces et 19 variétés et formes dont 1 nov. var.: Scenedesmus brevispina var. 
subgranulatus, et 1 mov. comb. Scenedesmus spoliensis var. delicatissimus. Une excellente 
iconographie (microphotos et dessins) accompagne ce travail. 

P. Bourrelly 


THÉRÉZIEN Y., 1991 - Algues d'eau douce des mares de la "Siberia" en Bolivie. 

Bibliotheca phycologica 88, 129 p. 

La "Siberia" est une région du plateau bolivien à haute altitude (2500 à 3700 m) en bordure 
d'un massif forestier, avec une eau acide avec des sphaignes, Ce peuplement algal est représenté par 
243 taxons. 15 Cyanophycées, 13 Euglénophycées, 4 Chrysophycées, 2 Xanthophycées, 6 
Dinophycées, et 203 Chlorophycées. 8 nouveaux taxons sont décrits et figurés: 1 Oedogonium, 1 
Ictonotaenium, 3 Cosmarium et 2 Staurastrum. Un tableau indique les caractéristiques physico- 
chimiques des mares étudiées; un autre montre, pour les Zygnématales et les Desmidiales, le 
pourcentage des taxons pantropicaux et américains; le genre Micrasterias n'est représenté que par 1 
taxon: M. jenneri v. simplex. Cette courte analyse montre le grand intérêt systématique et 
biogéographique de cette belle étude illustrée de 6 planches. 

P. Bourrelly 


SIEMINSKA J., PAJAK J., 1992 - Polska bibliografia fykologiczna zalata 1981-1990 
(The Polish Phycological Bibliography for the years 1981-1990). Bibl. Bot. 6, 
Polska Akad. Nauk, Inst. Bot. W. Szafera, Krakow, 181 p. 

Nous avions signalé (Cryptogamie, Algologie, 1991, 12 (4): 302) un premier travail 
indiquant 3050 travaux sur l'algologie de la Pologne. Voici maintenant un ouvrage pour la période 
1981-1990 qui donne les références des travaux de 3051 à 4120 classés par ordre alphabétique des 
auteurs et par groupes taxinomiques. 

P. Bourrelly 


LEWIN Ralph A., 1993 - Origins of plastids. Symbiogenesis, Prochlorophytes, and 
the Origins of Chloroplasts. Chapman & Hall, New York, London. 393 p., 
price £ 48.50. 
Ce livre fait suite au 4e Colloque "Bodega Marine Science" qui sest tenu à Bodega 
(Californie) en septembre 91. Il couvre tous les aspects étudiés à l'heure actuelle qui peuvent donner 
des indications sur l'origine des plastes. 


Source : MNHN, Paris 


82 OUVRAGES RECUS POUR ANALYSE 


L'introduction et les quatre premiers articles traitent des relations qui s'établissent entre des 
cellules eukaryotes et des cellules algales. Ces relations varient entre la digestion de l'algue-proie, la 
rétention provisoire des plastes (kleptochloroplastes) qui restent fonctionnels dans le cytoplasme de 
l'hôte, l'établissement d'une endosymbiose véritable avec perte d'autonomie et réduction de la cellule 
algale. Cette réduction est plus ou moins prononcée selon les espèces. 

Deux articles traitent ensuite de l'origine des diverses membranes entourant les plastes et des 
hypothèses qui peuvent en découler, Ils sont basés sur les observations en microscopie électronique. 
Les résultats pourtant très importants des analyses biochimiques faites sur ces membranes ne sont pas 
discutés, ce qui est dommage. Ceux-ci sont discutés à la fin du livre par Cavalier-Smith, 

Suivent sept articles sur l'origine phylogénique des prochlorophytes, d'algues diverses et de 
plastes, principalement basés sur des résultats de biologie moléculaire. Les points de vue sont parfois 
contradictoires. Cependant quelques points semblent bien établis. 1) Les plastes verts ne proviennent 
pas des prochlorophytes connus. Ceux-ci ont émergé à plusieurs reprises des cyanobactéries. 2) Il 
n'est pas possible actuellement de trancher en faveur d'une endosymbiose primaire unique où 
multiple à l'origine des plastes verts, rouges et des cyanelles. Les auteurs favorisent l'une ou l'autre de 
ces hypothèses. Il n'y a pas suffisamment de données. 3) L'existence des endodymbioses secondaires 
est bien documentée. 11 y a, en particulier, un très beau travail analysé sur les cryptophytes. Les gènes 
du nucléomorphe proviennent d'une algue rouge tandis que les gènes homologues du noyau, très 
éloignés phylogénétiquement, sont proches de ceux des noyaux des algues et plantes vertes. Il s'agit 
donc bien de cellules chimériques. 

Enfin, ce livre se termine sur un chapitre très documenté, argumenté et intéressant exposant 
les idées de Cavalier-Smith sur l'évolution. 

Ce livre passionnant est bien présenté, clair et bien décrit. Il expose les idées de chacun dans 
un domaine qui évolue vite. La biologie moléculaire apporte des compléments, des confirmations et 
plus rarement des contradictions aux hypotheses émises il y a déjà longtemps par les phycologues. Il 
constitue une mine de renseignements sur l'état de la question en 1991. 

S. de Goer 


RENAUD I. et REVIERS В. de, 1993 - Algues. Collection Archimede, L'école des 

loisirs, 45 p., prix 76 F. 

Ce livre est une bonne initiation pour les enfants curieux, petits et grands. Le texte présente 
deux niveau qui peuvent étre lus séparément: un récit facile à suivre et, en plus petits caractéres, des 
renseignements plus documentaires et scientifiques. 

Les illustrations des paysages aux couleurs fraîches, sont agréables à regarder: celles des 
algues sont, en général, moins "vivantes": elles concernent en effet des plantes isolées de leur 
environnement et leur aspect et leur coloration sont souvent ceux d'échantillons séchés. A noter que 
ce livre ne concerne pas les côtes méditerranéennes (à part les Caulerpes), ce qui n'est pas évident 
dans le titre. 





M.C. Noailles 


DOUMENGE F., DURAND-CHASTEL H., TOULEMONT A., 1993 - Spiruline, algue 
de vie. Bull. Instit. Oceanogr. Monaco. N° spécial 12, 222 p., 8 pl. 

Aprés le Symposium National sur les spirulines qui s'est tenu à Madras en octobre 1991 et 
dont les communications ont été publiées par SESHADRI et JEEJ BAI еп 1992, cet ouvrage est le 
compte-rendu des journées d'étude sur les spirulines qui ont eu lieu au Musée océanographique de 
Monaco les 2 et 3 avril 1993. 

Après un avant propos de Doumenge et Toulemont, les titres des différentes 
communications présentées sont les suivants: 

DURAND-CHASTEL H.: La spiruline, algue de vie, 

GUGLIELMI G., RIPPKA R. & DANDEAU DE MARSAC N.: Main properties that justify 
the different taxonomic position of Spirulina spp, and Arthrospira spp. among Cyanobacteria. 

CIFFERI O., TIBONI O., RICCARDI G., SANANGELANTONI A.M., de ROSSI E., 
ILANO A. & di PASQUALE G.: Mutants, genes and phylogeny of Spirulina platensis. 


Source : MNHN, Paris. 
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BISWAS B. & PHILLIPS G.O.: Characterisation of processed Spirulina by chemometric 
analysis. 

GARNIER F. & THOMAS J.C.: Light regulation of phycobiliproteins in Spirulina maxima. 

PASCAUD M.: The essential polyunsaturated fatty acids of Spirulina and our immune 
response. 

DUBACQ J.P. & PHAM-QUOC K.: Biotechnology of Spirulina lipids: a source of gamma- 
linolenic acid. 

TOMASELLI L., GIOVANETTI L. & TORZILLO G.: Physiology of stress response in 
Spirulina spp. 

LEMOINE Y., DANG D.K., PHAN P.A., ZABULON G. & THOMAS J.C.: Influence of 
salinity on the growth rates and on pigment and protein contents of Spirulina maxima and Spirulina 
platensis. 

TREDICI M.R., CHINI ZITELLI G., BIAGIOLINI $. & MATERASSI R.: Novel 
photobioreactors for the mass cultivation of Spirulina spp. 

BOMBART P., BROUERS M., DUJARDIN E. & SIRONVAL C.: Spirulina cultures in 
temperate climate. 

DILLON J.C. & PHAN P.A.: Spirulina as a source of proteins in human nutrition. 

LINCOLN E.P., CRAWFORD J.J.W. & WILKIE A.C.: Spirulina in animal agriculture. 

FEDKOVIC Y., ASTRE C., PINGUET F., GERBER M,, YCHOU M. & PUJOL H.: 
Spiruline et cancer. 

BULIK C.G.: How Spirulina, a blue-green alga, preserves the cell from degeneration and 
extends youth and human lifespan, 

GALLEGOS A.J.: The past, present and future of algae in Mexico. 

BECKER E.W.: Development of Spirulina research in a developing country: India. 

BONNIN G.: A scheme for the transfer of technology concerning Spirulina production and 
utilization to developing countries. 

UNIQUE S.: Spirulina production in Spain. 

MIN THEIN: Production of Spirulina in Myanmar (Burma). 

FOX D.: Health benefits of Spirulina and proposal for a nutrition test on children suffering 
from Kwashiorkor and Marasmus. 

VON DER WEID D.: Spirulina production: an indian village experience in Tamilnadut. 

JOURDAN J.P.: Solarium Spirulina form in the Atacama desert (North Chile). 

FOX R.D. Construction of village-scale system integrating Spirulina production with 
sanitation and development. 

SIRONVAL C.: La spiruline, une arme contre Іа malnutrition; histoire et perspectives. 

Comme l'indiquent les titres de ces articles, cet ouvrage fait le point des connaissances 
actuelles sur les spirulines et sur les méthodes de culture en masse dans diverses régions du monde. 
Huit belles planches d'illustrations en couleur montrent d'ailleurs différents systèmes d'appareillages 
pour la production de cette algue dont les qualités nutritionnelles, et même thérapeutiques, sont de 
plus en plus évidentes. Il est toutefois dommage que les causes des quelques échecs signalés pour ces 
cultures n'aient pas été analysées afin que les erreurs à éviter ne se répètent pas dans l'avenir, 

Ce numéro spécial du Bulletin de l'Institut Océanographique de Monaco est dans tous les 
cas indispensable d'une part aux personnes désireuses de connaître les applications pratiques de 
l'algologie, d'autre part aux spécialistes des problèmes de malnutrition dans le monde. 

A. Iltis 


Source : MNHN, Paris 
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INSTRUCTIONS AUX AUTEURS 


CRYPTOGAMIE, Algologie publie les résultats des recherches scientifiques en 
systématique, biologie et écologie des Algues. La revue accepte les articles rédigés en frangais, 
anglais, allemand, espagnol et italien. 


TEXTE. - Les manuscrits doivent étre fournis en triple exemplaire, dactylographiés à 
double interligne, sans rature ni surcharge, sans mots coupés et avec des marges de 4 cm de chaque 
côté. Chaque manuscrit devra comporter: 
- le titre de l'article, dans la langue du manuscrit, et sa traduction en anglais; 
- le titre courant (haut de page) de 50 signes au maximum; 
- les noms, prénoms et adresses des auteurs; 
- deux résumés, l'un dans la langue du manuscrit, l'autre en français ou en anglais, d'environ 180 
mots ou 15 lignes, faisant ressortir les résultats essentiels exposés dans l'article; 
- des mots-clés qui seront sélectionnés par le Comité de Lecture; 
- des légendes explicites des figures, planches et tableaux dans la langue du manuscrit et en anglais 
(ou francais). 

La présentation du texte devra faire apparaitre clairement ses subdivisions et leur hiérarchie, 
ainsi que le début des paragraphes. Les notes infrapaginales seront numérotées et placées à la fin du 
texte. 


RÉFÉRENCES. - La liste bibliographique devra se faire par ordre alphabétique des auteurs 
et chronologique par auteurs sans tenir compte des auteurs secondaires. Les titres des périodiques 
devront étre abrégés suivant le B-P-H (Botanico-Periodicum-Huntianum, Pittsburg: Hunt Botanical 
Library, 1968) et B.P.H/S (Pittsburg, 1991); les ouvrages cités selon F.A. Stafleu & R.S. Cowan, 
1976... Taxonomic literature. Ed. 2. Utrecht Antwerpen Bohn, Scheltema & Holkema, Les références 
devront étre présentées selon les modeles suivants: 


ABDEL RAHMAN MH, 1983 - Recherches sur la reproduction des Acrochaetiales (Rhodophycées). 
Thèse Doctorat d'Etat, Paris VI, 391 p. 

CHADEFAUD M., 1960 - Les végétaux vasculaires. Cryptogamie. In CHADEFAUD M. & EMBERGER 
L., Traité de Botanique systématique. Paris, Masson, Vol. 1, xv + 1018 р, 

FELDMANN J., 1952 - Les cycles de reproduction des Algues et leurs rapports avec la phylogénie, Rev. 
Cytol. Biol. Vég. 13: 1-49. 

WEST J.A. & HOMMERSAND M.H., 1981 - Rhodophyta: life histories. In LOBBAN C.S. & WYNNE 
M.J. (Eds), The Biology of Seaweeds. Botanical Monographs Vol. 17, Oxford, Blackwell Sci, Publ., pp. 133-193. 
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